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RESUMO

A esplenectomia total (ET) acarreta alteragdes na resposta imune que
aumentam o risco de desenvolvimento de infec¢Ges graves. Objetivou-se
determinar as subpopulag@es linfocitarias no sangue, nos bacos e nos auto-
implantes esplénicos (AIE), em ratos submetidos a ET isolada ou
combinada com AIE (ET+AIE) e a suplementacdo dietética com L-
glutamina (GLN). Utilizou-se ratos Sprague-Dawley submetidos a
operacdo simulada, ET e ET + AIE, com AIE recuperados apds seis e 12
semanas do inicio do experimento, e com e sem GLN. A suplementacdo
ocorreu diariamente, nos 15 dias que antecederam a coleta sangiinea
realizada imediatamente antes dos procedimentos operatorios (DO0), apos 12
semanas da operacdo simulada e ET, e apos seis e 12 semanas de ET+AIE.
As avaliacOes foram realizadas por meio de hemograma e citometria de
fluxo (CF). A analise estatistica utilizou testes paramétricos e ndo-
paramétricos, sendo p<0,05 considerado para a rejeicdo da hipotese nula.
ET acarretou diminuicdo da contagem relativa de linfocitos T totais e T-
CD4 no sangue, mas GLN evitou a diminuicdo do percentual de células T-
CD4; AIE, ap0s 12 semanas de experimento, propiciou a manutencdo da
contagem relativa de linfocitos T totais e T- CD4 no sangue, e dentre esses
animais, aqueles que receberam GLN, apresentaram contagens relativas de
linfocitos T- CD4 maiores que animais esplenectomizados sem
suplementacdo; AIE, apds seis semanas de experimento, associado a GLN,
ocasionou contagens absoluta e relativa de linfécitos T- CD4 no sangue
significativamente maiores que em animais submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico, com 0 mesmo tempo de avaliacdo, mas sem GLN;
GLN manteve o nimero de células brancas / g de tecido nos AIE, em
comparacdo ao encontrado nos bacos de animais saudaveis; apds periodo
de regeneracdo de 12 semanas, AIE apresentaram contagem relativa de

linfocitos B de zona marginal do baco semelhante a encontrada nos bacos



de animais saudaveis, o que ndo ocorreu com periodo de regeneracdo de
seis semanas. O auto-implante esplénico em ratos, ap0s esplenectomia
total, associado a suplementacdo dietética com L-glutamina, foi capaz de
reverter alteracdes observadas em algumas das subpopulacdes linfocitarias,

ocasionadas pela esplenectomia.

Palavras-chave: baco, esplenectomia, infeccOes, sistema imune,

glutamina.



ABSTRACT

Total splenectomy (TS) causes changes in the immune response that
increase the risk of development of severe infection. The objective of the
present study was to determine the lymphocyte subpopulations in blood,
spleen, and splenic auto-implants (SAI) of rats subjected to TS alone or in
association with SAI (TS + SAI) and to dietary supplementation with L-
glutamine (GLN). Sprague-Dawley rats were subjected to sham surgery, to
TS, and to TS + SAIl, with SAI retrieved six and 12 weeks after the
beginning of the experiment, with and without GLN. Supplementation was
provided daily for 15 days preceding the blood collection performed
immediately before the surgical procedures (DO0), 12 weeks after sham
surgery and TS, and six and 12 weeks after TS + SAI. Blood count and
flow cytometry were used for the evaluations. Data were analyzed
statistically by parametric and nonparametric tests, with the level of
significance set at p<0.05. TS caused a reduction in the relative counts of
total T and T-CD4 lymphocytes in blood, but GLN prevented the reduction
in the percentage of T- CD4. After 12 weeks of the experiment, SAI
favored the maintenance of the relative count of total T and T-CD4
lymphocytes in blood, and the animals receiving GLN presented higher
relative T-CD4 counts than unsupplemented splenectomized animals. After
six weeks of the experiment, SAlI combined with GLN caused significantly
higher absolute and relative T-CD4 lymphocyte counts compared to
animals subjected to the same surgical procedure but receiving no GLN.
GLN maintained the number of white cells/g tissue in SAI animals
compared to those detected in the spleen of healthy animals. After a 12
week period of regeneration, SAI presented a relative B lymphocyte of the
marginal zone of the spleen count similar to that detected in the spleen of
healthy animals, a fact that did not occur after period of regeneration of six

weeks. Splenic auto-implant in rats after total splenectomy, associated with



dietary supplementation with L-glutamine, in some of the lymphocyte

subpopulations, was able to reverse the changes induced by splenectomy.

Key-words: spleen, splenectomy, infections, immune system, glutamine.



1 - INTRODUCAO

O baco é o maior 6rgédo do sistema mononuclear fagocitario e 0 mais
vascularizado do corpo humano. Seu peso € de, aproximadamente, 200
gramas, localiza-se no andar superior do abdome, no hipocéndrio esquerdo,
relacionando-se topograficamente com o diafragma, estdbmago, rim,
pancreas e célon; sua cor € vermelha escura e sua consisténcia fragil.[1,2]
Neste 6rgédo, as celulas do sistema imune estdo presentes em grande
namero, 25% de todos os linfocitos T e 10-15% de todos os linfocitos B,[1]
sendo responsavel por importantes funcbes, como o0 inicio da resposta
imune, com a realizacdo de fagocitose e a producdo de anticorpos, além de
hematopoiese (notadamente, na vida intra-uterina), filtragem sanguinea e
armazenamento.[1,2]

Estruturalmente, o baco divide-se em dois compartimentos: a polpa
vermelha e a polpa branca.[1,2] A polpa vermelha predomina na periferia,
embora também seja observada nas porc¢des centrais do baco, e a sua cor se
deve ao grande namero de eritrocitos. A polpa branca, de localizacdo mais
centralizada no orgdo, geralmente na proximidade de trabéculas,
caracteriza-se por um acumulo de linfocitos.[3]

A polpa vermelha constitui a maior parte do baco e nela residem
macrofagos, plaquetas, hemacias, células dendriticas, linfocitos esparsos
(especialmente linfdcitos T), plasmdcitos e uma rede de fibras reticulares
que se dispde na forma de sinuséides.[4] Deve-se aos macréfagos que se
encontram aglomerados na malha periarteriolar da polpa vermelha a
remocdo de bactérias opsonizadas, plaguetas e hemacias senescentes ou
alteradas, células apoptoticas e outros materiais estranhos.[2,5]

A polpa branca corresponde a 25% do volume total do baco e é
dividida em trés subcompartimentos: a bainha linféide periarteriolar
(BLPA) (rica em linfocitos T), os foliculos linfoides (ricos em linfécitos B)
e a zona marginal do baco (ZMB).[1,6]



A BLPA divide-se em bainhas interna e externa.[7] As células da
bainha interna sdo, predominantemente, células T- CD4", ainda que
pequeno ndmero de células T- CD8" possa estar presente, assim como
células dendriticas e células B migrantes. A bainha externa é um
importante local de trafego linfocitario e € composta por linfocitos
pequenos e médios (tanto células T quanto B), macrofagos e, sob
estimulacdo antigénica, plasmdcitos, que ai sdo formados.[1,7]

Os foliculos linféides sdo compostos principalmente por linfécitos B
que, ao reconhecerem o antigeno, diferenciam-se e proliferam-se em
plasmacitos, que secretam imunoglobulinas especificas para esse antigeno,
sendo o baco o local onde, primariamente, ocorre a sintese de
imunoglobulina M (IgM).[8,9] Os foliculos contém ainda poucas células
foliculares dendriticas e células T- CD4", mas, tipicamente, ndo contém
células T-CD8".[1] As células dendriticas foliculares, que capturam
complexos antigeno-anticorpo e expressam CD23 e moléculas de adesédo
intracitoplasmatica 1 (ICAM-1), sdo vitais para a funcdo imune.[2]

A ZMB é formada por uma capa de linfécitos T e B, e por
macrofagos, situando-se na interface entre as polpas vermelha e branca.[2]
Ela apresenta papel importante na atividade imune do bago, pois,
recebendo a maior quantidade de sangue que penetra no Orgdo, retém
grande parte dos antigenos, nos prolongamentos de suas células
reticulares.[9] A microvasculatura encontrada na ZMB é impar, sendo o
local onde ocorre o maior acumulo de linfocitos B do organismo, embora
também existam linfocitos auxiliares T, CD4" (helper) — aproximadamente
dois tercos — e citotdxicos T- CD8".[4]

Diferentes tipos celulares, de origem mieldide e linféide, habitam a
ZMB, por longos ou curtos periodos de tempo. As células B da ZMB séo,
predominante, celulas ndo-recirculantes especializadas na rapida resposta a

patégenos sanguineos e que permanecem nesta zona durante longos



periodos,[10] constituindo-se em uma subpopulacdo especifica de
linfocitos B com fendtipo IgM*/IgD’, ao contrario dos linfocitos B
foliculares, que sdo IgM™/IgD".[1] Essas células apresentam resposta rapida
apos reconhecimento de bactérias e se diferenciam em plasmacitos que
produzem IgM, ao mesmo tempo em que adquirem a capacidade de atuar
como células apresentadoras de antigenos (APC).[11] Elas também contém
receptores antigénicos especificos para patdgenos comuns e encontram-se
particularmente bem preparadas para o direcionamento de respostas a
antigenos, independentemente de células T.[12] Outra importante
observacdo acerca das células B da ZMB é que os macréfagos dependem
delas para a sua manutencdo nessa area. Em sua auséncia, ou no caso delas
ndo estarem presentes por algum periodo de tempo, ocorre concomitante
perda de macrofagos nesse compartimento esplénico.[13]

O baco €, ainda, a Unica fonte de tuftsina, um tetrapeptideo circulante
que atua nos neutréfilos, estimulando, continuamente, a sua atividade
fagocitaria.[14] Este 6rgdo também produz properdina e opsoninas, que
também participam do estimulo a fagocitose. Tal funcéo é particularmente
importante no periodo inicial de invasdo bacteriana e na prevencdo da
infeccdo, pela manutencdo de um nivel adequado de fagocitose.[15]

Assim, este Orgdo apresenta papel fundamental na filtragem e
remocdo de eritrocitos senescentes e alterados, e de plaquetas, na
fagocitose de particulas estranhas, bactérias, virus e leucocitos, na
producdo de linfocitos T e B, e de imunoglobulinas (notadamente
IgM),[16,17] e na producdo e processamento de fatores séricos — opsoninas
—, com grande habilidade para estimular a fagocitose.[18-20]

O sistema imune representa a principal barreira do hospedeiro contra
infeccbes e tem a capacidade de realizar uma resposta rapida e efetiva
contra patogenos invasores. Além disso, pode elaborar um outro tipo de

resposta, igualmente eficaz, porém mais lenta e duradoura. Estes dois tipos



de respostas sdo efetuadas pelos sistemas imunes inato e adaptativo,
respectivamente, que atuam conjuntamente.[21,22]

Ambos os sistemas — inato e adaptativo — dependem da atividade dos
leucécitos. A imunidade inata é mediada, principalmente, por células
fagocitarias (neutrofilos, mondcitos e macrofagos), células que liberam
mediadores inflamatérios (baséfilos e eosinofilos) e celulas natural killer
(NK). Todas estas células estdo imediatamente disponiveis para o combate
contra uma ampla variedade de patdgenos, sem exigir prévia exposicdo a
eles, e atuam do mesmo modo, em todos os individuos. [21] A acdo das
celulas NK tambeém pode ser observada na imunidade adaptativa, haja vista
que elas sdo capazes de produzir diferentes citocinas que participam do
desenvolvimento desse tipo de resposta.[23]

A resposta imune que ocorre com a producdo de anticorpos a
determinado agente infeccioso é conhecida como resposta imune adaptativa
ou especifica, e é mediada por linfécitos T e B. Os anticorpos sao
produzidos pelos linfocitos B, em resposta a antigenos, € a sua presenca em
um individuo reflete a exposicdo prévia a microorganismos. Como 0s
linfécitos B sdo capazes de desenvolver memoria, ou seja, reconhecer o
mesmo estimulo antigénico, evitam ou dificultam o restabelecimento de
uma doenca.[21,22]

Os receptores das células T e B reconhecem antigenos com
caracteristicas distintas. O receptor da célula B pode interagir com
moléculas antigénicas livres em solucdo, enquanto o receptor de célula T
reconhece antigenos processados e ligados a uma molécula de superficie,
em um locus denominado complexo de histocompatibilidade principal
(Main Histocompatibility Complex — MHC).[24,25]

Existem duas grandes classes de moléculas de MHC, chamadas
MHC-classe | e MHC-classe Il. As moléculas classe | sdo encontradas em

todas as células, enquanto as moléculas classe Il sdo encontradas em um



conjunto de APC, como as células B, os macrofagos e as células
dendriticas. Os linfocitos T podem ser divididos em T helper (Th) e T
citotoxicos (T.). As células T., como os linfocitos T- CD8", reconhecem
antigenos ligados a MHC-classe I; ja as células Ty, ou linfécitos T- CD4",
interagem com antigenos MHC-classe 11.[24,25]

CD8" é um co-receptor de linfocitos T amplamente utilizado como
marcador de citotoxidade de linfdcitos T. O co-receptor CD8" pode ser
expresso em duas isoformas: como homodimero de cadeias alfa (CD8a/a)
ou como heterodimero de cadeias alfa e beta (CD8u/B). Embora
estruturalmente similares, CD8o/a e CDS8a/f apresentam notavel
diversidade em sua funcdo. A forma heterodimérica € mais comumente
expressa em timocitos e em moléculas MHC-classe I, sendo encontrada nos
linfocitos T convencionais, onde participa como co-receptor do receptor de
celulas T; ja a forma homodimérica, ndo é capaz de suportar uma selecao
positiva convencional, sendo expressa em diferentes tipos celulares
independentes da restricdo ligada ao MHC e ndo parece agir como co-
receptor eficiente nos linfocitos T.[26]

Os linfécitos T- CD4" podem ser subdivididos em dois grupos:
celulas T helper tipo 1 (Ty;), que secretam citocinas, como interleucina-2,
interferon-y e fator de necrose tumoral-p, e células T helper tipo 2 (Tyy),
que secretam citocinas, como interleucinas 4, 5, 6 e 10.[25] Células Ty, e
Th, desempenham papéis distintos em varias condicdes fisioldgicas ou
patologicas. Sabe-se que a resposta linfocitdria do tipo Ty, induz
inflamacado e citotoxicidade, sendo essencial para a defesa contra patégenos
intracelulares, como bactérias e virus, enquanto que a resposta Ty, é
antiinflamatéria e de grande relevancia no auxilio aos linfécitos B na
formacdo de anticorpos, que seriam, especialmente importantes na defesa

contra microorganismos extracelulares.[27] As citocinas produzidas pelos



linfécitos Ty, inibem a producdo das citocinas Ty, e vice-versa, por um
mecanismo denominado contra-regulagéo.[27]

A resposta inata, embora menos especifica e primaria, facilita a
instalacdo da resposta imune especifica.[22] O baco parece ser de crucial
importancia na intermediacdo entre os dois tipos de resposta do sistema
imune, e isso se deve, possivelmente, a funcdo da ZMB, gue atua como um
filtro seletivo para muitos patdégenos sanguineos. Os macréfagos da ZMB
possuem receptores para o0 reconhecimento de antigenos e propiciam a sua
completa eliminacdo da circulacdo, ou o seu acumulo local. Em caso de
acumulo, ocorre ativacdo das células B de ZMB ou o processamento do
patdgeno por ceélulas dendriticas e subseqiiente apresentacdo na polpa
branca. Esta cooperacdo entre os trés mais importantes tipos celulares da
ZMB demonstra a intermediacdo entre os sistemas inato e adaptativo da
resposta imune.[11]

Durante muito tempo, a realizacdo de esplenectomia total, por lesdes
esplénicas decorrentes de trauma abdominal ou de manipulages cirdrgicas
no andar superior do abdome, foi extremamente difundida e obteve grande
aceitacdo, pela facilidade técnica e por coibir efetivamente a
hemorragia.[18,28] Esplenectomias totais eletivas eram também indicadas,
rotineiramente, com finalidade diagnostica ou terapéutica, para
estadiamento de doenca maligna, por anemia ou trombocitopenia,
leucemia, linfoma ou hipertensdo porta.[18,28,29] Acreditava-se que a
funcéo do bago néo era importante e que a asplenia ndo causaria qualquer
consequéncia danosa em longo prazo.[30-32]

A constatacdo de que o baco apresenta funcdes relevantes iniciou-se
com evidéncias experimentais. Em 1891, Bardach (apud Morris &
Bullock), em trabalho experimental com cées, correlacionou a ocorréncia

de sepse a esplenectomia.[33] Em 1919, Morris & Bullock, em estudo



experimental com ratos, mostraram que a esplenectomia poderia resultar
em aumento da susceptibilidade a infecc¢des.[33]

Em 1952, King e Schumacker Jr descreveram uma associacdo entre
esplenectomia e morte por sepse em criangas portadoras de esferocitose.
Este trabalho constitui-se em um marco da literatura para a comprovacao
da associacdo entre esplenectomia e sepse.[34] Porém, pelas proximas duas
décadas, acreditou-se que este risco estava restrito a criangas.[35]

Diamond, em 1969, chamou a atencdo para o que denominou de
infeccdo fulminante pos-esplenectomia (IFPE), entidade clinica distinta de
outras sepses ou bacteremias, presentes em individuos com bacgos
preservados, alertando para os riscos da asplenia. Mesmo desconhecendo a
sua etiologia, propds que essa doenca estava relacionada a eliminacdo do
papel de filtro fagocitario bacteriano e a perda da producdo especifica de
anticorpos.[36]

Posteriormente, Singer (1973) mostrou que o0 risco de
desenvolvimento de IFPE era muito maior do que o previamente
imaginado. Em 2.795 pacientes submetidos a esplenectomia total, a
frequéncia de sepse variou entre 4% e 25%, com mortalidade variavel de
acordo com a indicacdo cirurgica, entre 2% e 55%.[37] Este e outros
autores demonstraram que a IFPE pode ocorrer tanto em crian¢as quanto
em adultos, desde poucos dias ap6s a remocdo do baco até varios anos,
sendo mais frequiente dentro dos dois primeiros anos apds a realizacdo da
esplenectomia total e em criancas (50% a 70% dos casos e até 80% em
criancgas).[18,30,36,37]

As bacterias que mais frequentemente induzem o surgimento da
IFPE séo as encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae e Neisseria meningitidis.[38,39] Polissacarideos situados na
membrana celular externa dessas bactérias, conferem-lhes resisténcia

contra a fagocitose, particularmente na auséncia de anticorpos



opsonizantes. Na auséncia de baco, o nivel de complemento diminui
marcantemente e, apesar do anticorpo poder ser opsonico, por si, o déficit
de complemento pode prejudicar a opsonizacdo e reduzir as defesas do
organismo a invasdo de microorganismos.[18,28,29] Bactérias com baixa
capacidade patogénica sdo quase totalmente depuradas pelo figado, mas,
quanto maior essa capacidade (bactérias encapsuladas), menor a funcéo
fagocitaria hepéatica e maior a esplénica, independentemente da quantidade
de complemento ligado a essas bactérias.[40,41]

As principais modificacbes na resposta imunitaria apos
esplenectomia séo: diminuicdo dos niveis de IgM, tuftsina, properdina e
linfécitos T, e da resposta primaria dos anticorpos contra exposicdo a
antigenos; e alteracdo da funcdo de opsoninas [42], de fator de
complemento 3 (C;) e de fator B (FB), prejudicando, assim, a via
alternativa do complemento.[43] Adicionalmente, algumas constatacdes
acerca de alteracbes hematoldgicas relacionadas a esplenectomia total
também podem contribuir para a alteracdo da funcdo imune. Observa-se
que, apos este procedimento cirdrgico, existe aumento no nimero total de
leucocitos,[8,44-46] bem como de linfécitos B periféricos.[47,48] Nota-se,
ainda, alteracbes no numero de granulécitos e de linfocitos T totais, T-
CD4" e T- CD8", tanto em pacientes [47] quanto em animais.[16,18,49]

E amplamente aceito que essas importantes alteracdes que ocorrem
apos a esplenectomia total comprometem o funcionamento do sistema
imune [18,19,28,31,38-41,50-57] e diferentes alternativas para a
preservacdo do tecido esplénico vém sendo empregadas: tratamento
conservador ndo cirargico (que tem sido, cada vez mais, adotado para o
tratamento do trauma esplénico), ligadura ou embolizaces arteriais,
coagulagbes com Laser ou eletrocoagulacdo, aplicagcbes de agentes
hemostaticos topicos, esplenorrafias e esplenectomias parciais e

subtotais.[55,58-63] Todavia, quando ha comprometimento do pediculo



vascular, lesdo extensa do érgdo ou doencas relacionadas a alteracGes das
funcdes esplénicas, ainda faz-se necessaria a realizacdo da esplenectomia
total.[64-68]

Sabe-se, desde o final do século XIX, que o bagco apresenta
capacidade de regeneracdo [69-71] e, fundamentado em achados clinico-
patoldgicos de implantes esplénicos espontaneos apds ruptura do 6rgao por
trauma (esplenose), o auto-implante esplénico heterotdpico passou a ser
considerado como uma opc¢ao na tentativa de preservar as suas fungdes nos
casos em que seja inevitavel a sua retirada e que ndo haja contra-indicacao
para a preservacao de tecido esplénico.[62,72,73]

Diversos estudos demonstraram que, em local adequado, ap6s um
periodo inicial de necrose, que ocorre precocemente, algumas horas apos a
realizacdo do auto-implante esplénico, ele é capaz de iniciar a sua
regeneracdo.[72,73] A formacdo de nddulos esplénicos ou neobacos, que
comecam a se desenvolver dias ap6s o implante e que, apds cerca de dois
meses, apresentam aspecto macro e microscépico similar ao baco
normal,[72,73] contendo polpas vermelha e branca, foliculos linféides e
suprimento sangliineo adequado,[74,75] possibilitam a recuperacdo de
inimeras funcdes esplénicas.[49,76] Porém, o fato de ocorrer regeneracdo
morfologica, ja a partir de cinco a oito semanas, ndo significa,
necessariamente, que existe regeneracdo funcional, parecendo que sdo
necessarias entre oito a 12 semanas apos a realizagdo do auto-implante
esplénico para que ela possa ser observada.[16,77]

Em recente pesquisa experimental com ratos, Marques et al.
realizaram implante autdgeno da massa esplénica total, dividida em cinco
fragmentos similares, no omento maior. Com uma, quatro, oito, 12, 16, 20
e 24 semanas 0s animais foram comparados, entre si e com animais
controle (saudaveis) e esplenectomizados, no que se refere ao percentual

médio de corpusculos de Howell-Jolly (HJ) existente no sangue periférico.



Com uma e quatro semanas, ocorreu comportamento similar com animais
esplenectomizados e com auto-implante esplénico, ambos com
desempenho inferior ao grupo controle. A partir de oito semanas,
entretanto, passou a ndo existir diferenca entre os grupos com auto-
implante e controle, evidenciando o inicio da regeneracdo funcional, no
tocante a depuracdo de corpusculos de HJ. (Marques et al., dados nédo
publicados)

Diversos outros autores investigaram a funcdo do implante autégeno
do baco na depuracdo sanguinea de substancias coloidais e bactérias em
modelos experimentais com animais, mostrando que a capacidade de
depuracdo depende da presenca de um baco funcionante ou de tecido
esplénico regenerado.[18,74,78,70] Similarmente, pesquisas clinicas tém
mostrado, por meio de técnicas cintilograficas e de métodos laboratoriais
indiretos, que a realizagdo de auto-implante esplénico cursa com o
restabelecimento de algumas funcdes do baco, como a capacidade de
remover substancias coloidais, eritrocitos alterados e inclusdes
corpusculares, como as de HJ, Heinz e Pappenheimer da corrente
sanglinea,[76] normalizacdo dos niveis de imunoglobulinas séricas
(especialmente 1gM),[75,80] de complemento,[75] de plaquetas [68,75] e
de linfdcitos.[80]

Nos ultimos anos, a utilizacdo de suplementacdo nutricional com o
aminoacido glutamina (GLN), em diferentes regimes dietéticos, tem
motivado a realizacdo de inUmeros estudos, notadamente no que se refere a
sua funcdo imunomoduladora.[81-83] Esse aminoacido, neutro e ndo-
essencial em situagbes normais, tem sido considerado como
condicionalmente essencial, pelo aumento de sua demanda em situacgoes
catabdlicas.[84,85] Constitui-se no aminoacido mais abundante no plasma
e no musculo esquelético, atuando como substrato oxidativo preferencial e

sendo avidamente consumido por células de replicacdo rapida, como



linfécitos, células tumorais, enterdcitos e fibroblastos.[84] Além disso,
constitui-se no substrato preponderante para a amoniogénese no intestino e
no rim, exercendo, assim, importante papel na regulacdo da homeostase
acido-basica.[84] A GLN, que atua como condutora de nitrogénio entre
orgaos pode, ainda, ser precursora de nucleotideos e glicose.[86]

A importancia da GLN na sobrevivéncia das células do sistema
imune, bem como sua proliferacdo in vitro, foi primeiramente relatada no
estudo de Ehrensvand et al. (1949).[87] Posteriormente, Eagle et al. (1956)
descreveram que a GLN necessita estar presente em uma concentracao 10 a
100 vezes maior que 0s outros aminoacidos em um meio de cultura celular
para que haja sobrevivéncia e proliferacdo, e ndo pode ser substituida por
outros substratos, como glutamato ou glicose.[88] Este estudo levou ao
desenvolvimento do primeiro meio de cultura de células, e continha fatores
de crescimento, glicose, 19 aminoacidos essenciais e ndo essenciais, em
concentragdes fisiologicas, e uma alta concentracdo de GLN (2mM).[88].

As células do sistema imune, como neutréfilos, macrdéfagos e
linfocitos, utilizam glicose e GLN como substratos energéticos
principais.[88-95] Porém, estudos recentes tém mostrado que a taxa de
utilizacdo de GLN por estas células é similar ou maior que a de
glicose.[95,96] Assim, sugere-se que este aminoacido seja importante nao
somente para a funcdo dessas células, isoladamente, como também para a
sua habilidade em produzir uma resposta imune eficiente.[96-98]

A alta taxa de utilizacdo de GLN pelas células do sistema imune é
determinada pela enzima glutaminase, encontrada na mitocéndria dessas
células.[96] Existe alta atividade desta enzima em todos 0s 0rgdos
linfoides, como linfonodos, bacgo, timo, placas de Peyer e medula
0ssea,[96] e também em linfocitos,[97,98] macréfagos [99] e

neutrofilos.[100] Adicionalmente, a atividade da glutaminase aumenta



quando ocorre estimulo a resposta imune (estimulo mitogénico),[101] o
que, conseqlientemente, eleva a taxa de utilizacdo de GLN.[98,101-104]

Estudos em animais e em humanos tém, portanto, demonstrado as
propriedades imunomoduladoras da GLN.[89,105] Ao se consistir em
importante fonte energética para linfocitos, neutrofilos e macrofagos,[97-
101] elementos envolvidos na defesa primaria e inespecifica, este
aminoacido pode desempenhar importante papel na protecdo imune contra
infeccbes.[106-109]

A esplenectomia total altera, significantemente, a resposta imune do
individuo, aumentando, especialmente, o risco de desenvolvimento de
IFPE. Contudo, sugere-se que a funcdo esplénica pode ser preservada, ao
menos em parte, quando se realiza o auto-implante esplénico. Sendo a
glutamina um aminoécido relevante para a funcdo imune, julga-se oportuno
verificar se a sua suplementacéo altera a subpopulacéo linfocitaria em ratos
submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com auto-implante

esplénico.



2-0OBJETIVO

Determinar as subpopulacgdes linfocitarias no sangue periférico, no
baco e nos auto-implantes esplénicos, em diferentes estagios de
regeneracdo, em ratos submetidos a esplenectomia total isolada ou
combinada com auto-implante esplénico e a suplementacdo dietética com

L-glutamina.



3-METODO

Esta experimentacdo foi realizada no Laboratério de Cirurgia
Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas, com a colaboracdo de
docentes da Disciplina de Patologia Geral e do Laboratério de Lipides
(LabLip) da Faculdade de Ciéncias Médicas — Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ).

3.1 - Animais e grupos

Foram utilizados 56 ratos Sprague-Dawley machos (em torno de 45
dias de vida), com peso inicial entre 138 e 171 gramas, randomicamente
distribuidos em oito grupos de estudo, cada um com sete animais:

» | — Controle — operacdo simulada; submetidos a
manipulagéo cirdrgica de dérgdos intra-abdominais, sem
suplementacédo de L-glutamina (GLN);

> 1l — submetidos a esplenectomia total (ET) isolada, sem
suplementacdo de GLN;

> Il — submetidos a ET combinada com auto-implante
esplénico (AIE), sem suplementacdo de GLN, para
acompanhamento até a 12.2 semana do experimento;

» IV — submetidos a ET combinada com AIE, sem
suplementacdo de GLN, para acompanhamento até a 6.2
semana do experimento;

» V — Controle — operacdo simulada; submetidos a
manipulacdo cirdrgica de orgdos intra-abdominais, com
suplementacéo de GLN;

» VI — submetidos a ET isolada, com suplementagéo de
GLN;



» VIl — submetidos a ET combinada com AIE, com
suplementacdo de GLN, para acompanhamento até a
12.2 semana do experimento;

» VIl — submetidos a ET combinada com AIE, com
suplementacdo de GLN, para acompanhamento até a 6.2

semana do experimento.

Todos os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de
Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro e receberam racdo adequada para ratos (Focus
1722 Roedores® — Agroceres) e 4gua ad libitum, até obterem o peso ideal
para o inicio do experimento.

Os animais foram alocados em gaiolas apropriadas, em ambiente

climatizado, com foto-periodos diarios de 12 horas.

3.2 — Composicao da racdo comercial

A racdo padrdo (comercial) utilizada (Focus 1722 Roedores® -
Agroceres®) continha: fésforo (minimo) — 0,8%; proteina bruta (minimo) —
22%; extrato etéreo (minimo) — 4%; matéria fibrosa (méaximo) — 8%;
matéria mineral (maximo) — 9%; célcio (méximo) — 1,4%; e umidade
(maximo) — 13%.

A racdo era enriquecida com vitamina A, vitamina E, vitamina K,
vitamina B;, vitamina B,, vitamina Bg, vitamina Bi,, niacina, acido
pantoténico, acido folico, biotina, colina, L-metionina, lisina, aditivo

antioxidante, ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio e cobalto.



3.3 — Suplementacéo dietética com L-glutamina

Os animais dos grupos V, VI, VII e VIII receberam suplementacéo
de GLN, uma vez ao dia, durante os 15 dias que antecederam a coleta
sanglinea (dia 0 e 6.2 e 12.2 semanas), na dose de 1,0 g/kg/dia.

A dose diaria foi preparada em solucdo aquosa, em concentracao
entre 5% e 15%, perfazendo volume final de 3 ml, e administrada por via
intragastrica, em bolus, com a utilizacdo de agulha metalica de gavagem
para ratos (modelo IC810 - Insight Equipamentos Ltda.), sempre no
mesmo horario.

Os animais dos grupos I, Il, 111 e 1V receberam 3 ml de agua filtrada,
por via intragastrica, durante o periodo supracitado, que foi administrada de

forma similar a descrita anteriormente, sempre no mesmo horario.

3.4 — Controle do peso
O peso dos ratos de todos os grupos foi aferido diariamente em
balanca de precisdo (modelo Adventure™ — Ohaus®), na 1.2 semana de pés-

operatorio, e semanalmente, apos esse periodo, sempre no mesmo horario.

3.5 — Procedimento operatdrio

Apobs jejum de 12 horas, os animais de todos os grupos foram
submetidos a anestesia com cetamina (Ketamina® — Agener), na dose de 80
mg/kg, e xilazina (Xilazina® — Agener), na dose 12 mg/kg, por via
intramuscular, seguindo-se tricotomia ampla da parede abdominal.

A anti-sepsia da parede abdominal foi realizada com solucdo de
polivinilpirrolidona-iodo com 1% de iodo ativo (Povidine Alcodlico® —
VIC Pharma Ind. e Com. Ltda). Todo o procedimento foi realizado sob
condicdo estéril, com utilizacdo de kit de instrumentos cirurgicos e campo
fenestrado estéreis para cada animal, obedecendo-se a todos os cuidados de

assepsia e anti-sepsia.



O kit de material cirdrgico utilizado na operacdo de cada animal
continha: um campo cirurgico fenestrado, um cabo de bisturi n.° 3, uma
lamina de bisturi n.° 15, uma tesoura de Metzenbaum curva delicada, duas
pincas de Hartmann-Halsted, uma pinga de dissec¢do anatdmica, uma pinga
de disseccéo dente-de-rato e um porta-agulhas de Mayo-Hegar.

O procedimento cirdrgico foi iniciado por meio de laparotomia
mediana supraumbilical, com cerca de 3 cm de extensdo, e a laparorrafia
foi realizada com sutura continua, em dois planos (planos peritdnio-
aponeurético e pele), com fio de &cido poliglicélico 3-0 (Dexon 11°,
Brasmédica S/A — Séo Paulo, SP, Brasil).

Os ratos dos grupos | e V (controles) foram submetidos a

laparotomia, com manipulacédo dos 6rgéos intra-abdominais.

3.5.1 — Esplenectomia total isolada

Os ratos dos grupos Il e VI foram submetidos a ET isolada.

Ap0s a abertura da cavidade abdominal, foi realizada a mobilizacédo
do baco para o campo operatorio e a ligadura dos vasos esplénicos e
esplenogaéstricos, com fio de categute cromado 3-0 (Categute cromado®,
Ethicon — Johnson & Johnson — Sdo José dos Campos, SP, Brasil), com

posterior retirada do 6rgéo.

3.5.2 — Esplenectomia total combinada com auto-implante
esplénico
Os ratos dos grupos I, 1V, VII e VIII foram submetidos a ET

combinada com AIE no omento maior.

Apos a realizacdo da ET, conforme descricdo no item 3.5.1, o baco,
apos ser pesado em balanca de precisao, foi seccionado transversalmente,
em cinco fatias, cada uma com cerca de 2 mm de espessura. As seccoes

esplénicas foram suturadas no omento maior, com sutura continua,



utilizando fio de &cido poliglicélico 4-0 (Dexon 11°, Brasmédica S/A — S&o
Paulo, SP, Brasil). Os pontos foram dados alternadamente, no omento e no
tecido esplénico, de modo a existir interposicéo de tecido omental entre as

fatias esplénicas.

3.6 — Controle pds-operatdrio

Os animais foram observados no periodo pos-operatério imediato,
até a recuperacdo de sua atividade fisica, quando foram recolocados nas
gaiolas, passando a ser novamente oferecida racdo comercial e agua ad
libitum.

Na 12.2 ou na 6.2 semanas, 0s animais dos grupos Il e VII, e IV e
VIII, respectivamente, foram submetidos a laparotomia mediana, com a
retirada dos AIE regenerados.

Apds a coleta dos tecidos para exame, todos 0s animais foram mortos
por sobredose anestésica com cetamina e Xxilazina e submetidos ao
fechamento da parede abdominal em dois planos — periténio-aponeuroético e
pele — com fio de 4cido poliglicélico 3-0 (Dexon 11°, Brasmédica S/A —
Séo Paulo, SP, Brasil).

3.7 — Analises sanguineas

Por puncdo cardiaca, sob anestesia intramuscular com cetamina e
xilazina, foram coletadas amostras sanguineas para analise do hemograma
e quantificacdo das subpopulagdes linfocitarias, imediatamente antes dos
procedimentos operatérios (DO — todos 0s grupos), apds seis semanas da
realizacdo de ET combinada com AIE (grupos IV e VIII) e apos 12
semanas da realizacdo de operacdo simulada (grupos | e V), ET isolada
(grupos Il e VI) e ET combinada com AIE (grupos 111 e VII).

A puncio cardiaca foi realizada com agulha 0,45 x 13 cm (Plascalp®)

acoplada a uma seringa de 5 ml (Injet® — Plascalp®). O sangue coletado —



1,5 ml - foi imediatamente acondicionado em tubos Vacutainer
(Vacuette®), com anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetra-
acético), sendo 0,5 ml destinado a realizacdo de hemograma completo e 1,0

ml a realizacdo de citometria de fluxo.

3.7.1 — Hemograma (série branca)

O hemograma foi realizado por um técnico do Laboratério de
Lipides (LabLip) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro que nédo tinha conhecimento dos grupos de
animais do estudo.

Utilizou-se o Analisador Hematoldgico Automatizado KX-21N® —
Sysmexo para analise, que, no caso da serie branca do hemograma,
identifica a leucometria total, a contagem relativa e absoluta de linfocitos e
neutrdfilos, isoladamente, e de eosindfilos, mondcitos e basofilos,

conjuntamente.

3.7.2 — Analise por citometria de fluxo do sangue periférico

A quantificacdo das subpopulacbes linfocitarias foi realizada
imediatamente apds a coleta do sangue periférico.

Todos os anticorpos monoclonais utilizados foram adquiridos da
Becton & Dickinson Immunocytometry Systems (EUA) e estdo
discriminados na tabela 1. Além destes, também foi utilizado o anticorpo
Rat anti-mouse kappa PE para conferir fluorescéncia ao OX - 38
purificado.

Inicialmente, realizou-se a identificacdo de quatro tubos para cada
amostra, a saber: tubo 1 — controle negativo (sem anticorpo); tubo 2 —
linfocitos T totais, T- CD8a e T- CD8pB; tubo 3 — linfécitos B de zona
marginal do baco; e tubo 4 — linfocitos T- CDA4.



Uma aliquota de 10 ul de sangue periférico foi adicionada a 190 pnl
de solucdo de Turk, para lise de hemécias e posterior contagem de
leucocitos em camara de Neubauer. Em cada um dos tubos acima descritos,
adicionou-se uma aliquota de sangue periférico que continha o
correspondente a 0,7 x 10° leucécitos. Também, em cada um dos tubos,
acrescentou-se 1 pg dos respectivos reagentes para marcacdo das
subpopulacdes linfocitarias: tubo 2 — anticorpos monoclonais CD3-PE,
CDB8a-PerCP e CDS8B-FITC; tubo 3 - linfocitos B-FITC; e tubo 4 — CDA.
Os tubos foram homogeneizados e incubados por 15 minutos a 4° C, no
escuro. Aos tubos 1, 2 e 3, adicionou-se 2 ml de solucdo de lise de
hemécias (FACS Lysing Solution®, Becton Dickinson), previamente
diluida a 10% em agua destilada; seguiu-se homogeneizagdo por 1 min em

um agitador elétrico e incubacéo por 10 min, no escuro.

Tab. 1. Anticorpos monoclonais usados no estudo e suas especificidades.

Clone Especificidade

1F4 Antigeno CD3 em timdcitos, linfdcitos T periféricos e em células T
dendriticas epidermais

OX -38 Antigeno CD4 em timocitos, uma subpopulagdo de linfdcitos T,
monacitos, macrofagos e algumas células dendriticas

OX -8 Dominios proximais de membrana da cadeia o« de 32-kDa do
antigeno de diferenciacdo do CD8; macrdfagos também expressam
cadeias « e 3 de CD8

341 Cadeia  do antigeno do CD8 na maioria dos timdcitos e em uma
subpopulacdo de linfocitos T maduros; macrofagos também
expressam cadeias o« e 3 de CD8

HIS57 Antigeno desconhecido que é altamente expresso pela maioria das

células B de zona marginal no baco




A suspensdo de células foi centrifugada (centrifuga 80-2B
Centribio®) a 1.500 rpm, por 7 min; apds descarte do sobrenadante,
adicionou-se 2 ml de solucéo salina tamponada com fosfato 0,01 M e pH
entre 7,4 e 7,6, acrescida de soro bovino fetal a 1% (PBS-BSA). As
amostras foram novamente centrifugadas, a mesma velocidade, e, apos a
lavagem e descarte do sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso com 0,5
ml de PBS-formol a 10%, para posterior leitura em citdmetro de fluxo.
Todas estas etapas ocorreram sob refrigeracdo a 4° C.

No tubo 4, ap6s o periodo de incubacdo inicial com o anticorpo
priméario (OX — 38 purificado), as amostras foram lavadas com solucdo de
PBS-BSA e centrifugadas a 1.500 rpm, seguido por descarte do
sobrenadante. ApoOs esta primeira lavagem, foram adicionados 6 ul do
segundo anticorpo (rat anti-mouse kappa PE). As amostras foram
novamente incubadas, durante 15 min, para posterior adi¢do de solucdo de
lise de hemécias, (FACS Lysing Solution®, Becton Dickinson) previamente
diluida a 10% em agua destilada, e homogeneizacdo em agitador elétrico
por 1 min. Os tubos foram incubados durante mais 10 min, no escuro, e
centrifugados por 7 min, a 1.500 rpm. Apos descarte do sobrenadante,
adicionou-se 2 ml de PBS-BSA para nova lavagem das células. Seguiu-se
novo descarte do sobrenadante e ressuspensdo das celulas com 0,5 ml de
PBS-formol. Todas estas etapas ocorreram sob refrigeracéo a 4°C.

Imediatamente apds a marcacdo, as amostras foram adquiridas no
citometro de fluxo (FACS Calibur®, Becton-Dickinson), empregando o
programa de software Cell Quest Pro Software® (Becton-Dickinson) para
identificacdo das subpopulagdes linfocitarias. Foram adquiridas e estocadas
ao menos 10.000 células, em cada amostra, na regido correspondente a
baixa granulosidade (FSC — Forward Scatter) e pequeno tamanho (SSC -

Side Scatter). Os dados obtidos foram analisados por meio do software



Paint a Gate®, originando dot plots de intensidade de fluorescéncia, e
tabelas com o percentual de células detectadas por imunofenotipagem.

A aquisicdo por citometria de fluxo foi realizada por um técnico do
Laboratorio da Disciplina de Patologia Geral da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro que nédo tinha

conhecimento dos grupos de animais do estudo.

3.8 - Andlise do baco e dos auto-implantes esplénicos

3.8.1 — Processamento do material

Apds a primeira coleta sangiinea (D0), o baco ressecado dos animais
dos grupos Il e VI foi pesado em balanca de precisdo e seccionado em duas
partes que foram acondicionadas em frascos contendo soro fisiologico
gelado (mantido sob refrigeracdo a 4° C) e outro contendo solucdo de
formalina tamponada a 10%.

Os auto-implantes esplénicos ressecados dos animais dos grupos Il e
VIl (12.2 semana) e IV e VIII (6.2 semana) foram pesados em balanga de
precisdo para determinacdo da massa esplénica recuperada, divididos em
duas partes semelhantes e acondicionados em frasco contendo soro
fisiologico gelado (mantido sob refrigeracdo a 4° C) e outro contendo
solucgéo de formalina tamponada a 10%.

Do material acondicionado em frascos contendo soro fisiologico, foi
preparada uma suspensédo celular. Dos bagcos provenientes dos animais do
grupo Il e VII, retirou-se uma aliquota de aproximadamente 200 mg; no
caso dos AIE dos animais dos grupos IlI, IV, VII e VIII, foi utilizada a
totalidade do fragmento de auto-implante contido no frasco. Os tecidos
foram homogeneizados, cada um com 1 ml de solugdo de PBS-BSA
(solugdo salina tamponada com fosfato 0,01 M e pH entre 7,4 e 7,6,

acrescida de soro bovino fetal a 1%), em homogenizador manual de vidro.



O homogeneizado foi encaminhado para contagem celular ou quantificacdo
das subpopulages linfocitarias (linfocitos T totais, T-CD4", T-CD8a, T-
CD8p e linfacitos B de zona marginal do baco).

O material acondicionado em frascos com formalina tamponada a
10% foi preparado para analise histoldgica. Processou-se o tecido em
solucdes crescentes de alcool e xilol, que, em seguida, foi incluido em
blocos de parafina (Parafina para Histologia® — lsofar, Industria e
Comércio de Produtos Quimicos — Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e cortado,
com o auxilio de um micrétomo (Leica RM20225®, Leica Instruments —
China), em fatias de 4 um de espessura.

Os cortes foram submetidos a coloracdo de hematoxilina e eosina,
que permitiu a analise da arquitetura histologica esplénica em microscopio

optico (Laborlux S®, Ernest Leitz — Leitz Portugal).

3.8.2 Contagem de células

Uma aliquota de 10 ul de suspensao de células de baco (preparadas
conforme especificacdo no item 3.7.2) foi adicionada a 190 ul de solucdo
de Turk, para lise de hemacias e posterior contagem de leucécitos em
camara de Neubauer. O numero de células por ml foi obtido a partir da

seguinte formula:

Numero de células / ml = média do nimero de leucdcitos por quadrante x

inverso da diluicdo x 10*

Desta forma, o numero total de correspondeu a quantidade de
celulas/ml multiplicado pelo volume original da suspensdo. Assim,
sabendo-se 0 peso de baco homogeneizado e o volume final do
homogeneizado, calculou-se a quantidade de células/g de tecido do bacgo ou

de auto-implante esplénico.



3.8.3 Andlise por citometria de fluxo das células de bago ou auto-
implante esplénico

A analise por citometria de fluxo deu-se com a realizacdo das
mesmas etapas descritas no item 3.7.2 para o sangue periférico. Porém, em
cada tubo de anélise, adicionou-se uma aliquota de suspenséao de células de
baco ou auto-implante que também continha o correspondente a 0,7 x 10°
leucocitos.

A obtencdo do numero de cada um dos subtipos celulares foi
realizada a partir dos percentuais de cada subtipo observado a citometria de

fluxo, referente ao nimero de células brancas/g de tecido dos bacgos e AIE.

3.9 — Analise estatistica

Todos os dados foram expressos na forma de média + desvio padrao.

A comparacdo dos grupos de animais, no que se refere ao peso
corporal e ao peso dos bacos no inicio do experimento, foi realizada por
analise de variancia (ANOVA) — teste paramétrico — e pelo pos-teste de
Tukey (usado para comparagao dos grupos, dois a dois).

A massa esplénica regenerada nos AIE dos animais dos grupos 11 vs.
IV e VII vs. VIII foram analisados por meio do teste-t de Student néo
pareado.

A comparacéo das variaveis entre todos os grupos (I a VIII) no inicio
do experimento e entre os grupos I, II, Ill, V, VI e VII ao final do
experimento (12 semanas), bem como a comparacao entre a subpopulacao
linfocitaria de baco (ressecado no inicio do experimento nos animais dos
grupos Il e V1) e AIE regenerados e ressecados nas 6.2 (grupos IV e VIII) e
12.2 semanas (grupos Il e VII), foram realizadas com o teste de Kruskal-
Wallis — teste ndo paramétrico — e com o pds-teste de Dunn (usado para

comparacéo dos grupos, dois a dois).



A comparacao de cada variavel na série branca do hemograma e nas
subpopulacdes linfocitarias, entre os valores obtidos apés seis e 12 semanas
e os do inicio do experimento, dentro de cada grupo, foi realizada com o
teste-t de Student pareado.

A analise estatistica foi realizada com a utilizacdo do programa
GraphPad Prism 4® — 2003. Em todas as analises, um valor de p<0,05 foi
estabelecido para a rejeicdo da hipotese nula de similaridade entre os

grupos.

3.10 — Aspectos éticos no cuidado com 0s animais

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, sob o protocolo numero
CEA/164/2006. Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a

regulamentacéo existente sobre experimenta¢do com animais.[110]



4 - RESULTADOS

4.1 — Evolucao dos animais

Os animais apresentaram boa evolucdo, com atividade normal
durante todo o experimento, nenhum deles apresentando complicacbes no
periodo pos-operatério. Todas as analises foram realizadas com sete

animais.

4.2 — Evolucéo do peso corporal

No que se refere ao peso no inicio do experimento, ndo houve
diferenca entre os ratos de todos os oito grupos (p=0,1912).

Durante o estudo, ocorreu aumento do peso de todos 0s animais, que,
ao final do experimento (12.2 semana), foi semelhante entre os grupos I, I,
11, V, VI e VII (p=0,8767).

Ao se comparar 0 peso dos animais dos grupos IV e VIII na 6.2
semana com os dos ratos dos grupos I, I, 11I, V, VI e VII, nesse mesmo

momento, também nao se encontrou diferenca (p=0,5218). (Tab. 2)

4.3 — Peso dos bacos

No que se refere ao peso dos bagos aferidos no momento do
procedimento cirdrgico, os ratos dos grupos Il e VI (ET isolada), Il e VII
(ET combinada com AIE — 12 semanas) e IV e VIII (ET combinada com

AIE - 6 semanas), ndo apresentaram diferenca entre si (p=0,2109). (Tab. 3)

4.4 — Regeneracao do tecido esplénico auto-implantado
Ocorreu regeneracdo do AIE em todos os animais dos grupos I11, 1V,
VIl e VIII.



Tab. 2. Analise descritiva do peso dos animais (g) nos diversos grupos de animais,

nas semanas 0, 6 e 12 (n=7, em todos 0s grupos).

Grupos Média DP  Minimo Mediana Maximo
0 15052 867 138,02 150,00 162,00
| 6 34566 4343 300,31 331,17 427,99
12 398,89 64,84 32233 39305 520,88
0 146,21 499 13817 146,31 152,00
Il 6 37891 5791 28645 370,63 461,60
12 412,09 76,49 280,22 41852 529,29
0 14951 836 141,18 14800 162,00
6 36387 3525 31456 361,28 409,61
12 41542 3841 360,18 41543 456,78
0 15162 687 139,89 152,00 160,89
V.6 34894 27,44 29385 350,01 376,74
12 - - - - -
0 15642 562 14761 156,00 165,03
V 6 34786 3534 30578 337,01 396,82
12 393,71 44,40 32851 40241 457,35
0 15511 1256 140,39 15515 170,63
VI 6 35127 37,16 31923 32541 399,36
12 386,46 1830 361,85 389,76 408,80
0 15751 9,39 142,72 158,22 168,27
VIl 6 33275 26,83 30240 326,77 372,44
12 394,11 37,95 32330 40051 430,36
0 15533 9,05 140,00 154,00 168,27
VI| 6 346,82 3697 28549 354,16 397,22
12 - - - - -

DP — desvio padréo




Tab. 3. Analise descritiva do peso dos bacos (g), nos grupos 11, 111, 1V, VI, VIl e
V111, no momento do procedimento cirdrgico (n=7, em todos 0s grupos).

Grupos Meédia DP  Minimo Mediana Maximo

I 0,86 0,15 0,66 0,88 1,08
i 0,74 0,20 0,44 0,80 1,02
v 0,85 0,13 0,62 0,84 1,00
Vi 0,95 0,26 0,56 0,87 1,34
VII 0,99 0,15 0,80 0,95 1,22
Vil 1,02 0,37 0,60 0,97 1,60

DP — desvio padréo

Na comparacgéo entre os animais dos grupos Il (12 semanas) vs. IV
(seis semanas) e entre os grupos VII (12 semanas) vs. VIII (seis semanas),
ndo se observou diferenca no que se refere a massa esplénica regenerada
(p=0,4316 para massa regenerada em g e p=0,7656 para percentual de
massa regenerada em relacdo a massa implantada, e p=0,7543 para massa
regenerada em g e p=0,8111 para percentual de massa regenerada em
relacdo a massa implantada, respectivamente) (Tab. 4)

A figura 1 ilustra a regeneracdo de AIE nas 6.2 (A) e na 12.2 (B)
semanas, em meio ao omento maior. Das cinco fatias implantadas, trés
foram recuperadas na 6.2 semana, duas com massa esplénica comparavel as
das fatias implantadas e outra com massa bem menor; na 12.2 semana,
foram recuperadas quatro fatias, duas com massa esplénica maior que as
das fatias implantadas (sugerindo, possivelmente, que teria ocorrido fusdo
de uma terceira fatia as demais) e duas outras com massa comparavel a
implantada.



Tab. 4. Analise descritiva do peso dos auto-implantes esplénicos regenerados (g e
% da massa implantada) nos grupos I11 (recuperados na 12.2 semana) e 1V

(recuperados na 6.2 semana) (n=7, em todos 0s grupos).

Grupos  Média DP  Minimo Mediana Maximo
i
g 0,26 0,07 0,10 0,28 0,31
% 38,24 17,47 11,63 34,94 63,64
v
g 0,31 0,15 0,11 0,30 0,47
% 3555 1543 13,10 30,65 52,38
VII
g 0,31 0,05 0,22 0,31 0,36
% 31,53 3,73 25,29 31,53 35,79
VI
g 0,30 0,08 0,19 0,30 0,45
% 30,81 6,91 20 30,93 43,33

DP — desvio padréo

Fig. 1. Auto-implante esplénico regenerado apos seis (A) e 12 (B) semanas, em meio

a0 omento maior.



4.4.1 — Analise morfologica dos implantes esplénicos regenerados

Apobs serem retirados da solucdo de formalina tamponada a 10%, os
fragmentos esplénicos mostravam, ao exame macroscéopico, coloracdo
violacea, pontilhado brancacento escasso e consisténcia elastica.

A microscopia 6ptica, sob aumento de 10 x e pela coloragdo com
hematoxilina-eosina, as fotomicrografias da figura 2 mostram 0s aspectos
de AIE regenerados nas 6.2 e 12.2 semanas de experimento, em animais nao
suplementados (A - grupo IV; B — grupo Ill) e suplementados com L-
glutamina (C — grupo VIII; D — grupo VII), respectivamente.

N&o foram encontradas alteracdes na morfologia dos auto-implantes
esplénicos nos animais dos grupos nao suplementados com L-glutamina em
comparagdo aos grupos suplementados. Em ambos os casos, foram
observadas polpas vermelha e branca, em meio a discreta congestdo
vascular. Havia pequena reducdo da polpa branca, em meio a foliculos
linféides, com moderado desarranjo estrutural. Contudo, o desarranjo
estrutural e a congestao vascular pareceram aumentados na 6.2 semana (A e

C) em comparacdo a 12.2 semana (B e D).

4.5 — Andlises sanguineas

4.5.1 — Hemograma (série branca)
Tanto no inicio (D0) — todos os grupos — quanto ao final do
experimento (grupos I, I1, 111, V, VI e VII), ndo foi observada diferenca em

todas as varidveis analisadas. (Tab. 5)



Fig. 2. Fotomicrografias de cortes de auto-implantes esplénicos regenerados nas 6.2

e 12.2 semanas de experimento, em animais ndo suplementados (A — grupo IV; B —
grupo I11) e suplementados com L-glutamina (C — grupo VIII; D — grupo VII),
respectivamente, submetidos a coloracdo com hematoxilina e eosina. (10 X)

Ao serem comparadas as séries brancas dos hemogramas dos animais
dos grupos Il e VII (ET combinada com AIE — 12 semanas) e IV e VIII
(ET combinada com AIE — 6 semanas), também ndo observou-se diferencga
entre os quatro grupos (p=0,5746 para leucocitos; p=0,5552 e p=0,3841
para contagem relativa e absoluta de linfocitos respectivamente; p=0,5913
e p=0,7580 para contagem de neutréfilos relativa e absoluta,
respectivamente; p=0,1276 e p=0,0558 para contagem relativa e absoluta

de eosinofilos/mondcitos/basofilos, respectivamente).



Tab. 5. Analise comparativa das variaveis do hemograma (série branca)
observadas no inicio do experimento (D0) (grupos I a VI11) e na semana 12 (grupos

I, 11, 111, V, VI e VII) — valores de p (n=7, em todos 0s grupos).

VARIAVEL DO SEMANA 12
Leucdcitos 0,1315 0,1010
Linfocitos: % 0,7371 0,3711

celulas/mm3 0,3630 0,1313
Neutrofilos: % 0,9240 0,3940
células/mm3 0,5382 0,0931
Eosinofilos, basofilos
e mondcitos: % 0,5494 0,1997
células/mm3 0,3161 0,1216

Quando os grupos de animais foram analisados, isoladamente,
comparando-os ao inicio e ao final do experimento, observou-se aumento
significativo da contagem absoluta de leucdcitos e linfécitos (células/mm3)
nos animais dos grupos submetidos a ET isolada (grupos Il e VI) e a ET
combinada com AIE (grupos 111, 1V, VIl e VIII). (Tab. 6 e Figs. 3 e 4)

4.5.2 — Citometria de fluxo

No inicio do experimento (DO0), ndo foi observada diferenca entres os
animais de todos os grupos (I a VIII), em nenhuma das variaveis analisadas
no sangue periférico por citometria de fluxo: linfécitos T- CD3 (p=0,2765
para contagem absoluta e p=0,8075 para contagem relativa), linfocitos T-
CD4 (p=0,3794 para contagem absoluta e p=0,4039 para contagem
relativa), linfécitos T- CD8a (p=0,2388 para contagem absoluta e p=0,5835
para contagem relativa), linfocitos T- CD8p (p=0,1457 para contagem
absoluta e p=0,7124 para contagem relativa) e linfécitos B de zona
marginal do baco (p=0,0706 para contagem absoluta e p=0,1909 para

contagem relativa).
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Fig. 4. Evolucdo da contagem absoluta (células/mm?®) de linfécitos, ao inicio e ao

final do experimento, em cada grupo de animais.

Ao final do experimento (12.2 semana), ndo foi observada diferenca
entre os ratos dos grupos I, II, I, V, VI e VII, no que se refere aos
linfécitos T- CD8a (p=0,1028 para contagem absoluta e p=0,3473 para

contagem relativa) (Fig. 5C) e na contagem absoluta de linfocitos T- CD8f3



(p=0,1498) e linfocitos B de ZMB (p=0,2158 para contagem absoluta e
p=0,3691 para contagem relativa) (Fig. 5E). Notou-se diminuicao
significativa do percentual de linfécitos T- CD8f nos animais do grupo II
em relacdo aos do grupo V (p<0,01). (Fig. 5D) Quando se analisou a
contagem de linfocitos T totais e T- CD4, ndo foi observada diferenca em
seu numero absoluto no sangue periférico dos animais dos grupos
analisados (p=0,2498 para linfocitos T e p=0,1396 para linfécitos T- CD4).
Porém, observou-se diminuicdo significativa da contagem relativa de
linfécitos T totais e T- CD4 nos animais do grupo Il (ET isolada) quando
comparados aos animais dos grupos | (operacdo simulada) (p<0,01 e
p<0,05, respectivamente) e V (operacao simulada + suplementacdo com L-
glutamina) (p<0,001 e p<0,05, respectivamente), diminui¢do da contagem
relativa de linfocitos T nos animais do grupo VI (ET isolada +
suplementacdo com L-glutamina) em comparagdo com os ratos do grupo V
(p<0,05) e diminuicdo da contagem relativa de linfocitos T- CD4 nos ratos
do grupo Il em relacdo aos do grupo VIl (p<0,05). (Fig. 5A e B)

Ao serem comparados os animais dos grupos Il e VII (ET
combinada com AIE — 12 semanas) e IV e VIII (ET combinada com AIE —
6 semanas), ndo se observou diferenca no sangue periférico no que se
refere aos linfécitos T- CD3 (p=0,3436 para contagem absoluta e p=0,2260
para contagem relativa) (Fig. 6A), contagem relativa de linfocitos T- CD8a.
(p=0,4267), (Fig. 6C) linfocitos T- CD8B (p=0,7967 para contagem
absoluta e p=0,9948 para contagem relativa) (Fig. 6D) e linfocitos B de
ZMB (p=0,1443 para contagem absoluta e p=0,1134 para contagem
relativa) (Fig. 6E). Porém, observou-se diminuicdo significativa na
contagem absoluta e relativa de linfocitos T- CD4 nos animais do grupo 1V
em relacdo aos dos grupos VII e VIII (p<0,05 para ambos em relacdo a
contagem absoluta; e p<0,05 e p<0,01, respectivamente em relacdo a

contagem relativa). (Fig. 6B)



"b<0,01 p<0v05'|_
p<0,001 ] p<0,05==
40= p<0,05 |- p<0,05 I
I —
S
. |
I \
S 20- = \
10+ \
C L) L] L) L] L) L) L)
| 1l 1l \% \ \ii 1]l \% i
Grupos Grupos
C D p<0,071"
12.5+
T % %
X
L) L] L) T T T
I \Y \i \l 1] \Y \i i
Grupos Grupos

12.5+

10.0+

7.5+

%

5.0-
2.5 7

L] L) L]
I I 1] \Y \Y
Grupos

S0
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animais, apos 12 semanas de experimento.

Além disso, observou-se numero absoluto maior de linfocitos T- CD8a

nos animais do grupo VII (ET combinada com AIE + suplementacdo dietética



com L-glutamina — 12 semanas) quando comparados aos do grupo IV (ET
combinada com AIE sem suplementacdo dietética com GLN — 6 semanas)
(p<0,05).
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Fig. 6. Comparacdo da contagem relativa de linfocitos T (A), T- CD4 (B), T-CD8a (C),
T- CD8p (D) e linfdcitos B de zona marginal do baco (E) no sangue periférico nos grupos
de animais submetidos a esplenectomia total combinada com auto-implante esplénico

apos 6 (grupos 1V e VII1) e 12 semanas (grupos I11 e VII) de experimento.



Quando se analisaram isoladamente os grupos de animais, comparando-os
ao inicio e ao final do experimento, observou-se que houve diminuicdo
significativa no percentual de linfécitos T totais nos animais dos grupos Il, 1ll,
IV, VI, VIl e VIII. (Tab. 7). Observou-se, também, diminuicdo do percentual de
linfocitos T- CD4 e T- CD8p nos animais dos grupos Il e 1V, além de aumento
de linfocitos B de ZMB nos mesmos grupos. (Tab. 7)

A figura 7 ilustra a representacdo em dot plots dos tipos celulares

analisados no sangue periférico, detectados por imunofenotipagem.

4.6 — Analise de células no baco e nos auto-implantes esplénicos

Observou-se numero significativamente menor de células brancas por
grama de tecido nos AIE dos animais dos grupos Il (ET combinada com AIE -
12 semanas) (102 + 52células/g) e IV (ET combinada com AIE — 6 semanas) (69
+ 64 x 10° células/g) em comparacéo ao baco retirado dos animais dos grupos I
(486 + 226 x 10° células/g) e VI (611 + 317 x 10° células/g) (p<0,01 e p<0,001
em relacéo ao grupo Ill; e p<0,05 e p<0,01 em relagéo ao grupo 1V). (Fig. 8) No
que se refere aos animais dos grupos VII (ET combinada com AIE - 12
semanas) (312 + 267 células/mm3) e VIII (ET combinada com AIE — 6 semanas)
(350 * 212 células/mm3), ndo foram observadas diferencas em comparagdo aos
bacos retirados dos animais dos grupos Il e VI. (Fig. 8)

Ao comparar-se a avaliacdo realizada na suspenséo de células brancas nos
bacos dos animais do grupo Il com a suspensdo obtida a partir dos AIE
regenerados, observou-se menor contagem relativa de linfocitos T nos AlE,
tanto na 6.2 (grupos IV e VIII; p<0,05 para ambos) quanto na 12.2 semana de
experimento (grupos Il e VII; p<0,05 e p<0,001 respectivamente). Observou-se
também, contagem relativa de linfocitos T significativamente menor nos AlE
dos animais do grupo VII em comparacdo ao encontrado nos bagos do grupo VI
(p<0,01). (Fig. 9A) A contagem absoluta de celulas T (células / g de tecido) foi

significativamente menor nos AIE dos grupos Il e IV em relacdo aos bagos dos



grupos Il (p<0,001 e p<0,01 respectivamente) e VI (p<0,001 e p<0,01
respectivamente), o que nao foi observado em relacao aos AIE dos grupos VIl e
VIl — animais que receberam suplementacdo de GLN. (Fig. 10A)

A subpopulacdo de linfécitos T- CD4 apresentou percentual
significativamente menor nos AIE dos animais dos grupos Ill, VII (12.2 semana)
e VIII (6.2 semana), em comparacéo aos bagos do grupo VI (p<0,05, para todos).
(Fig. 9B) O numero de células T- CD4 / g de tecido apresentou significativa
diminuicdo nos AIE dos grupos Ill e IV em relagdo aos bacos dos grupos Il
(p<0,01 e p<0,05 respectivamente) e VI (p<0,001 e p<0,05 respectivamente), o
que néo foi observado em relagdo aos AIE dos grupos VII e VIII — animais que
receberam suplementacédo de GLN. (Fig. 10B)

N&o observou-se diferenca entre os bacos e os AlE, independentemente se
recuperados na 6.2 ou 12.2 semanas, no que se refere ao percentual de linfocitos
T- CD8a (p>0,05 para ambos). (Fig. 9C) Porém, o niumero de células T- CD8a. /
g de tecido apresentou significativa diminui¢do nos AIE dos grupos Il e IV em
relacdo aos bacos dos grupos Il (p<0,001 e p<0,01 respectivamente) e VI
(p<0,01 e p<0,05 respectivamente), o que ndo foi observado em relacdo aos AlE
dos grupos VII e VIII — animais que receberam suplementacdo de GLN. (Fig.
10C)

Quando se avaliou a subpopulacdo de linfocitos T- CD8p, verificou-se
contagem relativa significativamente menor deste grupo celular nos AIE
recuperados dos animais do grupo IV (6.2 semana) em relacdo aos bacos dos
ratos do grupo Il (p<0,01), mas ndo em relacdo aos AIE recuperados na 12.2
semana (grupo Il1). (Fig. 9D) O ndmero de células T- CD8pB / g de tecido
apresentou significativa diminui¢do nos AIE dos grupos Il e 1V em relagéo aos
bacos dos grupos Il (p<0,001 e p<0,01 respectivamente) e VI (p<0,001 e p<0,01
respectivamente), o que ndo foi observado em relagdo aos AIE dos grupos VIl e

VIII - animais que receberam suplementagdo de GLN. (Fig. 10D)






No que se refere aos linfocitos B, observou-se contagem relativa
significativamente menor de linfocitos B de ZMB nos AIE recuperados na 6.2
semana (grupos IV e VIII), quando comparados aos bacos dos grupos Il (p<0,05
para ambos) e V (p<0,01 para ambos), ndo sendo esta diferenca observada nos
AIE recuperados na 122 semana de experimento, tanto nos animais
suplementados quanto nos ndo suplementados com GLN. (Fig. 9E) Entretanto, o
numero de células B de ZMB / g de tecido apresentou significativa diminuicédo
nos AIE dos grupos Il e IV em relagdo aos bagos dos grupos Il (p<0,01 para
ambos) e VI (p<0,001 para ambos), o que ndo foi observado em relagcdo aos AIE
dos grupos VII e VIII — animais que receberam suplementacdo de GLN. (Fig.
10E)
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Fig. 7. Representacdo, em dot plots, da marcagao por imunofenotipagem dos tipos
celulares analisados no sangue periférico: A — controle; B — células T- CD3; C - células
T- CD4; D - células T- CD8a; E — células T- CD8p; F — células B de zona marginal do
baco.
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A figura 11 ilustra a representacdo em dot plots dos tipos celulares

analisados nos bagos e nos auto-implantes esplénicos, detectados por

imunofenotipagem.
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Fig. 10. Comparacao da contagem absoluta (células / g tecido) de linfocitos T (A),
T- CD4 (B), T- CD8a (C), T- CD8p (D) e linfécitos B de zona marginal do baco (E)
na suspensdo de células de bacos e de auto-implantes esplénicos recuperados nas

6.2 e 12.2 semanas do experimento.

= p<0,00r"""=1
250+ <0,001==1 = p<0,01=
IL.FKO,M. - 350+ [ pe0.001 |
200+ = p<0,059
.'8 ° 300 p<0,0
= o
(=) [}
- ., 2004
(%]
© 1004 ~
E T T & 150+
8 504 7 § 3 100- T '{
el = 501 Al N\
M T TR PR \%/ VT 0 e
L] T T 1) L]
I 11 Y} VI VIl VI
Grupos Grupos
C p<0,001™ <001 D p<0,00
b <0,01 ! — 1<0,00 =~ p<0,01™
= p<0,05] 60~ '
150- L p<0,07
50+
o
s % 2
= O 40
g 100+ T T L g
> 2 30+
@ / \ 3 T
S 50- / \ S 204
= 3 |E /
© / \ 10+ /
= =
C L] n T T L] C L] L L] 1 1
I 11} \Y, VI VI VI ] 1] \V} Vi VIl VI
Grupos Grupos
E
200- [ p<0,001
=0<0,007=
o [™p<0,0T 1
©
©
&
2 1004
[%2]
<
>
3
_I_ o
oo
0 ] 1 T
1l 1 v VI VII VIl
Grupos



1wt

50,21%

CONTROLE

Ip‘

A2 -

(i J
i
108

g 8,129
25,32% : &

CDS alfa

FLi =

wi 1:}' 0w

o 1
CD# alfa CDS beta

e W

Fig. 11. Representacdo, em dot plots, da marcacéo por imunofenotipagem dos tipos
celulares analisados nos bagos e nos auto-implantes esplénicos, detectados por
imunofenotipagem: A — controle; B — células T- CD3; C — células T- CD4; D -
células T- CD8a; E — células T- CD8; F — células B de zona marginal do baco.



5 - DISCUSSAO

Com o reconhecimento de sérias complicacGes que podem advir na
resposta imune apos esplenectomia total (ET), levando ao aumento do risco
da ocorréncia de IFPE, [16-19,28,31,33-38,40,44,47,54,58,59,63,70,77-80,
111] diversas alternativas tém sido utilizadas no tratamento da lesdo
esplénica por trauma abdominal, como conduta conservadora nao cirdrgica,
esplenectomia parcial e subtotal, esplenorrafia, ligaduras arteriais e
aplicacdo de agentes hemostaticos, entre outras.[55,59-64,112-121]
Similarmente, o comportamento frente a muitas enfermidades que, até ha
pouco tempo, eram tratadas ou mesmo diagnosticadas e estadiadas com a
remogcdo do bago, vem sofrendo grandes modificagdes.[18,70,122,123]
Porém, existem situacGes em que a ET € inevitavel [65-69] e, nesses casos,
0 auto-implante esplénico (AIE) pode se constituir em alternativa viavel,
visando a preservacao das fungées do 6rgdo.[42,59,72,80,124-129]

A realizacdo de AIE é tecnicamente simples e apresenta baixo indice
de complicacdes,[31,42,67,80,125,126] sendo que, apds periodo de tempo
necessario para a sua regeneracdo, apresenta estrutura histologica
semelhante a um baco normal.[130-134]

Existe grande diversidade de técnicas descritas para a realizacdo de
AIE, variando quanto a quantidade e ao formato do tecido, bem como ao
local de implantacdo. Parece existir consenso de que se deve utilizar ao
menos 25% da massa total do baco — massa critica — para que se observe
regeneracao funcional.[30,129,135,136] No que se refere ao formato do
tecido implantado, sdo utilizados a pulverizacdo de tecido fragmentado na
cavidade abdominal,[137] pequenos ou grandes segmentos, sob a forma de
cubos [52,80,126] ou fatias [31,42,67,80,129], entre outros. Dentre 0s
locais para implante, os mais frequentemente relatados s&o: tecido
subcutaneo, fascia do mdsculo reto abdominal, retroperitdnio e omento

maior.[75] Entretanto, parece haver concordancia entre a maioria dos



autores de que o implante de fatias esplénicas no omento maior leva a
melhores resultados, morfologicos e funcionais, possivelmente pela
manutencao da drenagem venosa para o sistema porta, em similaridade ao
que ocorre no bago in situ.[31,42,75,136]

Neste estudo, utilizou-se um modelo experimental em que toda a
massa esplénica de cada um dos animais foi dividida em cinco fatias
aproximadamente iguais e suturadas no omento maior, interpondo-se tecido
omental entre as fatias, no intuito de favorecer a revascularizacao tecidual e
a drenagem venosa.[62,133-144]

Os dados da literatura sdo bastante controversos acerca do tempo
necessario para que ocorra a regeneracdo morfologica do implante
esplénico autégeno em ratos, variando entre cinco [145] e oito
semanas.[136] Neste estudo, decorridas seis (grupos IV e VIII) e 12
(grupos 111 e VII) semanas do inicio do experimento, todos os implantes
apresentaram regeneracdo morfoldgica, com presenca de polpas vermelha e
branca, e foliculos linfoides, apesar da maior congestdo vascular e maior
desarranjo da arquitetura tecidual observada nos auto-implantes analisados
com seis semanas.

A massa de tecido esplénico necessaria para gerar funcao esplénica é
dependente da quantidade de tecido regenerada.[146] N&o existiu diferenca
no percentual de massa regenerada em relacdo a massa esplénica
implantada, em todos os grupos de animais em que se realizou o AlE,
independendo se a retirada desses implantes ocorreu com seis ou 12
semanas. Contudo, a regeneracdo funcional relaciona-se também com o
tempo decorrido ap6s o implante, ocorrendo mais tardiamente que a
regeneracdo morfoldgica.[74,136,138,147,148]

Recentemente, foi mostrado que, a partir de oito semanas, passa a
néo existir diferenca entre grupos de ratos com AIE (com implante de toda

a massa esplénica, dividida em cinco fatias) e animais saudaveis (grupo



controle), no tocante a depuracdo de corplsculos de HJ do sangue
periférico, evidenciando o inicio da regeneracdo funcional a partir desse
periodo. (Marques et al., dados ndo publicados) A partir deste estudo,
optou-se por realizar o acompanhamento de animais submetidos a ET
combinada com AIE em dois periodos, um anterior a oito semanas (seis
semanas) e outro posterior (12 semanas).

Ao potencial de modulacdo da atividade do sistema imune pela
intervencdo  dietética com nutrientes  especificos, denomina-se
imunonutricdo, sendo o aminoécido L-glutamina (GLN) usualmente
incluido na lista dos imunonutrientes.[95,149-151] A GLN é o aminoacido
mais abundante no plasma e no musculo, apresentando ac¢@es especificas no
pulmdo, coracdo, figado, trato digestdrio, rim e sistema imune.[152,153] As
celulas do sistema imune possuem a enzima glutaminase e utilizam alta
taxa de GLN, haja vista que este aminoacido € utilizado como fonte
energética para neutrofilos, macrdéfagos e linfécitos. Ademais, a GLN é
importante para aumentar a sintese de proteinas de fase aguda, manter a
secrecdo apropriada de citocinas e atenuar a resposta de citocinas pro-
inflamatorias apos endotoxemia.[88-98,153]

E limitado o nimero de estudos em que foi avaliada a acdo da
suplementacdo dietética de GLN nas células do sistema imune. Em sua
maioria, 0s estudos sobre o efeito dessa suplementacdo séo realizados in
vitro.[82,83,102,154,155] Em geral, a concentragdo utilizada desse
amino&cido nos meios de cultura é de 2 mM/l, mas alguns autores utilizam
diferentes concentragGes, maiores e menores.[82,83,102,154,155]

Kew et al. (1999), estudando a proliferacdo linfocitaria em bacos de
camundongos, observaram melhor resposta com a utilizagéo de dieta oral
que continha quantidade de GLN, aproximadamente, 150% maior que a
dieta controle [156]; Yeh et al. (2004, 2005) utilizaram, em ratos

submetidos a inducéo de peritonite, dieta parenteral enriquecida com GLN



na quantidade equivalente a 25% da concentracdo total de nitrogénio na
dieta e observaram melhor atividade fagocitaria de macrofagos e maior
secrecdo de citocinas por linfocitos Ty, e Tp,;[157,158] e Yoo et al. (1997)
utilizaram, em porcos submetidos a inoculacéo intravenosa de Escherichia
coli, dieta enteral suplementada contendo 40 g/kg de GLN, verificando
normalizacdo da funcao linfocitaria, sob estimulo mitogénico.[159]

Adicionalmente, estudos sobre outros aspectos funcionais da
suplementacdo dietética com GLN, realizados em ratos ou camundongos,
como manutencdo da barreira intestinal, cicatrizacdo de anastomoses e
minimizacdo dos efeitos da irradiacdo abdominal, foram realizados com
diferentes dosagens, em relacdo ao peso corporal do animal, como 0,5 g/kg
[160] ou 1 g/kg [161,162,163], 2% do peso da dieta[164] e 3% da agua
ofertada.[165] Observa-se, assim, que diferentes concentracdes e dosagens
tém sido utilizadas para a suplementacdo com GLN, dificultando,
sobremaneira, a padronizacdo e a comparacdo dos resultados. Optou-se
pela suplementacdo de GLN com uma dosagem que, desde 2004, vem
sendo utilizada em uma linha de pesquisa em desenvolvimento no
Laboratorio de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro — 1g/kg/dia.[167,168]

Também em humanos, ndo existe padronizacdo de dose diaria de
GLN. Em pacientes com doenca critica, cancer em tratamento com
radioterapia ou submetidos a transplante de medula Ossea, ela é
habitualmente utilizada na dose de 0,3 a 0,57 g/kg/dia.[158]

Devido ao risco aumentado do surgimento de infec¢des, em geral, e
da ocorréncia de IFPE [16-19,28,31,33-38,40,44,47,54,58,59,63,70,77-80,
111], diversas estratégias preventivas, como educacdo do paciente,
Imunizacdo e antibioticoprofilaxia, sdo recomendadas para pacientes
submetidos a ET isolada [55,166-168] ou, fundamentado no conhecimento

existente, mesmo combinada com AIE, haja vista que, mesmo com a sua



realizacdo, continuam a existir controvérsias acerca da efetiva regeneracdo
das fungdes do baco.[169,170] Pacientes asplénicos e com disfuncao
esplénica, bem como profissionais da area da salde, devem estar
conscientes da necessidade de adocdo de condutas especiais, frente a
realizacdo de procedimentos cirdrgicos, instrumentacdes e tratamentos
dentarios.[166]

O uso da suplementacdo dietética com imunonutrientes, como GLN,
encontra justificativa em pacientes em que se deseja modificar ou
implementar a resposta inflamatoria e imune. Entretanto, a imunonutricdo
tem sido mais frequentemente utilizada em periodos pré e/ou pos-
operatorios, com o objetivo de diminuir o risco de complicacbes
infecciosas em pacientes cirdrgicos, com baco intacto ou ndo.[171] Esses
estudos motivaram a utilizacdo da suplementacdo dietética com GLN nos
15 dias que antecederam a avaliacdo (DO, seis e 12 semanas), em todos 0s
grupos de animais, com a finalidade de se determinar a existéncia de
alteracdes nas subpopulacdes linfocitarias ap6s ET isolada ou combinada
com AIE,[16,17,77,172,173] em similaridade a Kew et al. (1999), que a
utilizaram em camundongos por 15 dias,[156] e Yeh et al. (2004, 2005)
que, precedendo a inducéo de sepse em ratos, instituiram o seu emprego em
nutricdo parenteral por 10 dias.[157,158]

Ja h& muito, sabe-se que pacientes esplenectomizados cursam com
leucocitose, o que nédo indica, necessariamente, a presenca de infeccgéo.
[8,33,45,174-177] Djaldetti et al. (2003) e Bessler et al. (2004) observaram
que camundongos submetidos a ET isolada apresentaram aumento
progressivo da contagem total de leucocitos e de linfécitos
significativamente maior em comparacdo a animais-controle (com bago
intacto), até oito semanas ap0s o procedimento.[174,178] Bessler et al.
(2004), utilizando um grupo adicional de animais submetidos a

esplenectomia parcial, verificaram que, quando ao menos 30% da massa



esplénica é preservada, essa alteracdo nédo ocorre.[174] Miko et al. (2006)
determinaram a contagem leucocitaria total em trés grupos de
camundongos: ndo operados, submetidos a ET isolada e a ET combinada
com AIE (10% da massa esplénica). Com seis e oito semanas, ndo havia
diferenca entre esses grupos, mas, aos seis meses, 0S animais operados
apresentaram contagem significativamente acima da encontrada em
animais ndo operados.[77]

Ainda ndo estd bem compreendido como o bago regularia a
contagem periférica de leucocitos, mas algumas hipdteses sédo propostas.
Poderia ser coerente admitir a possibilidade que o baco inibe a producéo de
celulas sanguineas pela medula dssea, a0 mesmo tempo em que ocorre
aumento da destruicdo esplénica de células,[178] mas este mecanismo ja
foi questionado, ha muito.[179] Djaldetti et al. (2003) discutem outras
possibilidades: a existéncia de fatores liberados pelo baco que poderiam
afetar a divisdo celular e a resposta mitogénica; a producdo esplénica de
fatores humorais, regulando a migracao celular dos tecidos e cavidades do
corpo para a corrente sanguinea; e a mediacao esplénica, ainda que parcial,
na morte celular programada (apoptose).[178] Esses autores observaram
que camundongos submetidos a ET apresentaram leucocitose associada a
diminuicdo do numero de células apoptéticas no sangue periférico e de
celulas brancas na cavidade peritoneal.[178] Existe uma recirculacdo
continua de células linféides maduras do sangue para os 6rgéos linfoides e,
através de vasos linfaticos esplénicos eferentes, migracdo para os nddulos
linfaticos, com posterior retorno ao sangue.[1] Ap0s a realizacdo de ET,
poderia ocorrer uma alteracdo no balancgo existente entre 0 nimero dessas
ceélulas nos tecidos e no sangue periférico, resultando em migracéo celular
dos tecidos e das cavidades para a corrente sanguinea.[178]

Apesar da auséncia de diferenga nas variaveis analisadas na série

branca do hemograma, entre todos os grupos de ratos, ao observar-se o



comportamento dos animais, ao inicio e ao término do experimento,
ocorreu aumento do numero de leucocitos e de linfocitos nos animais
submetidos a ET isolada (grupos Il e VI) ou combinada com AlIE,
independentemente se as seis ou 12 semanas, (grupos 11, IV, VIl e VIII), e
ndo nos grupos-controle (I e V). Wolf et al. (1999) e Resende & Petroianu
(2001, 2002), em estudos com humanos, ndo relataram diferenca na
contagem total de leucocitos e de linfocitos em pacientes submetidos a ET
isolada, em comparacao a individuos saudaveis.[48,125,180] Estes altimos
autores também avaliaram pacientes submetidos a ET combinada com AlE,
chegando ao mesmo resultado.[48,125]

No que tange a contagem absoluta de linfocitos periféricos, Sipka et
al. (2006) mostraram que, aos dois meses, ndo existiu diferenca entre
camundongos submetidos a ET isolada ou combinada com AIE no omento
maior (10% a 15% da massa esplénica) e controles (saudaveis), mas, aos
oito meses, essa contagem diminuiu significativamente nos animais
submetidos a ET isolada, em relagdo aos controles, 0 que nédo se observou
naqueles submetidos a AIE.[17]

Existe grande controversia na literatura acerca da alteracdo no
numero de células B ap0s a realizacdo de ET. Neste estudo, ndo observou-
se diferenca na subpopulacao de linfocitos B de ZMB no sangue periferico,
entre todos os grupos de animais. Em similaridade, Bulyikunal et al.
(1987), Corazza et al. (1990), Tsai et al. (1991) e Wolf et al. (1999) nao
observaram diferenca na subpopulacdo de linfécitos B em pacientes
esplenectomizados.[80,172,173,180] Em contraposi¢do, diversos outros
autores observaram, ap6s ET, além de aumento marcante na quantidade
total de linfocitos, aumento da subpopulacdo de linfocitos B periféricos,
tanto em pacientes [47,52,125,181-186] quanto em ratos,[187] o que
possivelmente pode ser justificado pelo acumulo dessas células no

compartimento sanguineo, na auséncia de baco.[188,189] Contudo, mesmo



com a realizacdo de AIE, continua a existir aumento no nimero dessas
células no sangue.[125,181,186,187]

Milicevic et al. (2001) encontraram aumento do nimero em todas as
subpopulacdes de linfécitos B no sangue periférico de ratos
esplenectomizados: fundamentais — naive (IgDIgM™), com meméria (IgD"
IgM™"), recentemente formados (IgM"“CD90™""), foliculares recirculantes
precoces (IgM""CD90""), foliculares recirculantes (IgM""CD90) e de
ZMB (IgM""CD90).[190] Ademais, esses linfécitos B apresentaram
significativa reducdo na expressdo de antigeno 1 associado a funcdo
linfocitaria (LFAL) e ICAM-1, que induz a ocorréncia de migragéo celular
mais rapida atraves dos linfonodos, podendo contribuir para o seu aumento
no sangue.[190]

Inversamente, parece existir diminuicdo na contagem relativa da
subpopulacdo de linfécitos T em pacientes submetidos a ET isolada,
[47,52,180,191] ratificando nossos resultados. Entretanto, ndo ha
uniformidade nesse relato, haja vista a auséncia de diferenca observada por
alguns autores na contagem relativa de linfocitos T periféricos em
pacientes submetidos a ET isolada [195] ou mesmo combinada com
AIE.[172]

Em animais submetidos a ET combinada com AIE, tanto com seis
quanto com 12 semanas, ndo observou-se diminuicdo do percentual de
linfécitos T periféricos, podendo, eventualmente, sugerir que a presenca de
AIE regenerado minimizou essa ocorréncia, em contraposi¢do ao que foi
verificado por Sipka et al.[17] Possivelmente, o resultado observado por
estes autores deve-se ao emprego de apenas 10% a 15% da massa esplénica
original, percentual inferior ao que é considerado como minimo (massa
critica) para o desenvolvimento da regeneracdo funcional do implante
esplénico autdgeno.[30,128,129,135,136] A contagem absoluta desse

mesmo subtipo celular (linfocitos T) ndo apresentou diferenca nos animais



submetidos a ET isolada, em concordancia com o relato em diversos
estudos em humanos,[47,52,180,191] e naqueles submetidos a ET
combinada com AIE.

No tocante as subpopulagOes de linfocitos T- CD8" e T- CD4",
também existe grande controversia. Diversos autores, ao observarem
pacientes esplenectomizados, verificaram aumento significativo na
contagem absoluta da subpopulacdo de linfocitos T- CD8" séricos.
[181,182,186,192] Similarmente, isto também foi observado em ratos
submetidos a ET isolada ou combinada com AIE ap6s 15 meses do
procedimento, em comparacao a controles.[187]

Em pacientes saudaveis esplenectomizados, existe ativacdo de
células T e producéo de citocinas, levando a producdo de mais células T,
especialmente T- CD8", o que resulta na producdo aumentada de citocinas
tipo 1, como IFN-y, e ativagdo de componentes celulares da imunidade
inata.[47,191] Este achado ratifica a observacdo de outros autores que
mostram elevacdo da atividade citotdxica de células NK e ativacdo de
monacitos em individuos esplenectomizados,[192-194] que compensariam,
ao menos em parte, a perda da atividade fagocitaria do baco. Por outro
lado, essas alteracBes podem prejudicar a funcdo linfocitaria [47] e a
resposta de anticorpos [195] nesses pacientes, haja vista 0 aumento da
producédo de citocinas pro-inflamatorias (tipo 1), 0 que pode contribuir para
0 aumento da sua suscetibilidade a infeccbes por bactérias
encapsuladas.[191]

Observou-se que a contagem absoluta da subpopulacao de linfocitos
T- CD8a e T- CD8p, no sangue periférico de animais esplenectomizados,
permaneceu inalterada, em comparacdo aos grupos-controle. Resultados
similares também foram observados por outros autores, no que se refere a
contagem relativa [173,180] e absoluta de linfocitos T- CD8", em pacientes

esplenectomizados. Especificamente, em relacdo a contagem relativa de



linfécitos T- CD8p, observou-se diminuicdo em comparacao ao grupo de
animais-controle suplementados com GLN (grupo V).

No que tange as células T- CD4", diversos estudos mostraram
diminuicdo significativa em sua contagem relativa apos a realizacdo de ET
em humanos.[47,67,173,180,191,192,196] Ademais, Pachter & Grau
(2000) relataram que a proporcdo de linfocitos T- CD4'/T- CD8"
(helper/supressor) e a propria competéncia, em geral, dos linfocitos T,
encontra-se reduzida apés ET, o que pode se dever a diminui¢do da
responsividade mitogénica dos linfocitos,[67] ja previamente observado
por outros autores.[52,184,195,197]

Ocorreu diminuicéo significativa do percentual de linfocitos T- CD4*
nos animais esplenectomizados sem suplementacdo de GLN (grupo 1) em
relacdo aos controles (grupos | e V). A GLN parece ter exercido efeito
benéfico na contagem relativa e absoluta da subpopulacéo de linfocitos T-
CD4" em ratos submetidos a ET combinada com AIE, independendo se a
recuperacdo dos implantes regenerados deu-se as seis ou 12 semanas, em
comparacao aos animais do grupo Il (ET isolada, sem suplementacéo). Este
resultado pode sugerir que, ambos, tanto a realizacdo de AIE quanto a
suplementacdo de GLN, podem ter contribuido para minimizar a
diminuicdo do percentual de linfocitos T- CD4" no sangue periférico, que
usualmente ocorre apos a realizacédo de ET.

A grande maioria dos linfocitos encontra-se em estado inativo e €
ativado somente quando existe algum tipo de interacdo antigénica, que €
necessaria tanto para a ativacdo quanto para a proliferacdo linfocitaria,[23]
momento no qual eleva-se a concentracdo de glutaminase na célula,
tornando de especial importancia o aporte de GLN.[101-104] Porém, em
animais normais e ndo submetidos a estimulos imunes, mesmo em
linfocitos em estado latente, que constituem a maioria dessas células,
observa-se alta taxa de utilizacdo de GLN.[94,198,199]



Com o objetivo de caracterizar as subpopulac6es linfocitarias no
tecido esplénico normal e regenerado, também realizou-se contagem de
células brancas e analise por citometria de fluxo de suspensdes celulares
obtidas a partir dos bacos dos animais dos grupos Il e IV e dos AIE
recuperados nas 6.2 (grupos IV e VIII) e 12.2 (grupos 111 e VII) semanas. A
compreensdo da constituicao celular no tecido regenerado pode auxiliar no
entendimento da regeneracdo da fungdo imunologica de AIE.

Verificou-se menor nimero de células brancas por grama de tecido
nos AIE recuperados tanto na 6.2 (grupo V) quanto na 12.2 semana (grupo
[11) dos animais que n&o receberam suplementacdo de GLN, em
comparacdo ao observado nos bacos dos animais esplenectomizados
(grupos I1 e VI). Esta tambem foi a constatacdo de Smith et al. (1999), apos
seis a nove meses de regeneracao de AIE realizados em ratos, com 25% da
massa esplénica original suturada no mesentério do ileo terminal.[200]
Entretanto, a GLN parece ter levado a maior proliferacdo dessas células nos
AIE (grupos VIl e VIII), haja vista a auséncia de diferenca entre os animais
desses grupos e aqueles dos grupos Il e VI (ET isolada, sem e com
suplementacdo de GLN, respectivamente).

No que concerne as subpopulacbes linfocitarias, observou-se
diminuicdo significativa da contagem relativa de linfocitos T nos AIE
(grupos 11, 1V, VII e VIII) comparando-os aos bagos (grupos Il e VI),
independendo da suplementacdo de GLN. Contudo, a suplementagdo com
GLN propiciou maior proliferagdo de linfocitos T- CD8p, haja vista que
AIE recuperados na 6.2 semana, em animais ndo suplementados com esse
aminoacido, mostraram diminuicdo no numero dessas células, em
comparacéo aos bacos dos animais do grupo Il (ET isolada), o que néo foi
observado nos AIE de animais suplementados (grupos VII1).

A contagem absoluta das subpopulacdes de células T foi realizada a

partir dos percentuais obtidos por citometria de fluxo, em funcdo do



namero de células / g de tecido. O numero de linfécitos T, T- CD4, T-
CD8a e T-CD8 apresentou-se diminuido nos AIE dos animais que nao
receberam suplementacdo de GLN (grupos Il e 1V), em comparacdo aos
bacos (grupos Il e VI). Como a GLN levou a aumento do numero de
células brancas nos AIE dos animais dos grupos VII e VIII, ndo observou-
se diferenca nessas mesmas subpopulacdes linfocitarias, em comparacao
aos bacos (grupos Il e VI).

A diminuicéo das contagens absoluta e relativa de subpopulacdes de
linfocitos T, T- CD4" e T- CD8" em comparagdo a bagos de animais
esplenectomizados também foi observada por Smith et al. (1999), apos seis
a nove meses de implantacdo,[200] e por Westermann & Pabst (1985), apos
17, 24 e 37 semanas.[189] Alguns autores sugerem que a regeneracao
morfologica do AIE pode ndo ser completa, com diminui¢cdo do numero de
artérias centrais e do volume da BLPA, associado a aumento do tecido
fibroso,[201,202] o que poderia contribuir para a diminuigdo do nimero de
células brancas por grama de tecido e do percentual de linfécitos T.[202]

Poucos autores estudaram o numero de linfocitos B e, ainda assim,
h& controvérsia nos relatos, mostrando contagem absoluta diminuida e
contagem percentual inalterada [200] ou aumentada, em AIE em
comparagdo com bacos normais.[189] Observou-se que AIE recuperados
na 122 semana, mas ndo na 6.2 semana, independentemente da
suplementacdo de GLN, ndo apresentaram diferenca no tocante ao
percentual de linfécitos B de ZMB em comparacédo aos bacos, sugerindo a
existéncia de regeneracdo funcional mais completa nesse momento.
Antigenos de bactérias que possuem capa de polissacarideos elicitam
resposta imune que independe de células T, mas ndo de células B de ZMB,
e essa resposta pode ainda ndo estar adequada com apenas seis semanas da
realizacdo de AIE.[204,205] Contudo, ao avaliar-se a contagem absoluta de

linfécitos B de ZMB, verificou-se que, da mesma forma que ocorreu com



as subpopulaces de linfocitos T, uma maior contagem de ceélulas foi
observada nos AIE de animais suplementados com GLN (grupos VII e
VIII), determinando auséncia de diferenca deste subtipo celular em
comparacao aos bacos (grupos Il e VI), o que néo ocorreu com os AIE de
animais nao suplementados.
Em resumo, fundamentado nos resultados encontrados nesta
pesquisa, verificou-se que:
- a esplenectomia total isolada acarretou diminuicdo da contagem
relativa de linfécitos T totais e T- CD4 no sangue, mas a
suplementacdo dietética com L-glutamina evitou a diminuicdo do
percentual de células T- CD4;
- 0 auto-implante esplénico, apdés 12 semanas de experimento,
propiciou a manutencdo da contagem relativa de linfocitos T totais e
T- CD4 no sangue, e dentre esses animais, aqueles que receberam
suplementacdo dietética com L-glutamina, apresentaram contagens
relativas de linfécitos T- CD4 maiores que animais
esplenectomizados sem suplementacao;
- 0 auto-implante esplénico, ap0s seis semanas de experimento,
associado a suplementacdo dietética com L-glutamina, ocasionou
contagens absoluta e relativa de linfécitos T- CD4 no sangue
significativamente maiores que em animais submetidos ao mesmo
procedimento cirdrgico, com 0 mesmo tempo de avaliagdo, mas sem
suplementacéo dietética;
- a suplementacdo dietética com L-glutamina manteve o numero de
celulas brancas / g de tecido nos auto-implantes esplénicos, em
comparacgédo ao encontrado nos bacos de animais saudaveis;
- apos periodo de regeneracdo de 12 semanas, 0s auto-implantes
esplénicos apresentaram contagem relativa de linfécitos B de zona

marginal do baco semelhante a encontrada nos bagos de animais



saudaveis, 0 que ndo ocorreu com periodo de regeneracdo de seis

Semanas.

A realizacdo do auto-implante esplénico parece minorar a deficiéncia
do sistema imune observada na asplenia, mas, até o0 momento, ainda nao
existem evidéncias suficientes de que este procedimento pode suprir
inteiramente a auséncia do baco. Em similaridade, a imunomodulacdo com
L-glutamina parece representar uma boa opcao no preparo pré-operatério
em situagOes associadas a risco aumentado do desenvolvimento de
infeccOes, como ocorre na asplenia. A eventual sinergia entre a realizacdo
de auto-implante esplénico apds esplenectomia total e a suplementacédo
dietética com L-glutamina, em animais de experimentagéo, assim como em
individuos, ainda demanda novos estudos, mas estes resultados
preliminares apontam para uma ampliacdo benéfica da regeneracdo da
resposta imune com a sua utilizacéo.

A continuacdo desta linha de pesquisa faz-se necesséria, no intuito de
complementar os dados apresentados, com avaliacdo em periodos mais
tardios apos a realizacdo de esplenectomia total isolada ou combinada com
auto-implante esplénico, empregando diferentes dosagens e periodos de
suplementacdo dietética de L-glutamina e utilizando fatores para

estimulacdo mitogénica destas e de outras subpopulac@es linfocitarias.



6 — CONCLUSAO

O auto-implante esplénico em ratos, apds esplenectomia total,
associado a suplementacao dietética com L-glutamina, foi capaz de reverter
alteracbes observadas em algumas das subpopulacdes linfocitarias,

ocasionadas pela esplenectomia.
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APENDICE

Evolucédo do peso corporal dos animais

Tab. Al. Peso dos animais (g) de todos 0s grupos, ao inicio do

experimento.

Animais |

v

\Y

VI

Vil

VI

~N oo o1 B~ W DN

153,65
144,00
146,00
150,00
160,00
162,00
138,02

141,54
145,44
138,17
150,00
150,00
152,00
146,31

160,19
141,18
145,18
142,00
148,00
148,00
162,00

154,56
139,89
152,00
156,00
146,00
152,00
160,89

156,00
154,00
165,03
157,37
147,61
161,25
153,68

155,15
156,00
160,00
149,96
179,18
145,12
140,39

157,64
162,30
158,20
170,63
142,72
148,21
162,84

140,00
154,00
152,12
151,52
168,27
162,16
159,25

Tab. A2. Peso dos animais (g) de todos os grupos, na 6.2 semana de

experimento.

Animais I

v

\Y

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
5
6
7

427,99
355,61
367,48
331,17
300,31
329,07
307,96

414,65
461,60
360,78
340,02
370,63
286,45
418,23

361,28
409,61
401,62
353,61
377,34
329,05
314,56

369,81
376,74
340,55
350,01
348,39
293,85
363,23

368,93
311,72
337,01
332,12
305,78
382,64
396,82

376,41
325,41
320,45
394,90
319,23
323,14
399,36

372,44
306,85
316,10
326,77
358,24
346,47
302,40

319,38
397,22
334,82
371,86
285,49
354,16
364,80




Tab. A3. Peso dos animais (g) dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII, na 122
semana de experimento.

Animais I 1 i \% VI VII

1 520,88 459,04 440,60 402,41 408,80 421,69

2 414,19 529,29 455,69 328,51 398,74 422,21

3 426,86 383,53 456,78 402,89 400,07 323,30
4 393,05 386,15 405,49 400,10 363,14 393,44
5
6
7

322,33 418,52 415,43 343,19 361,85 400,51
358,01 280,22 373,76 457,35 389,76 430,36
356,94 427,85 360,18 421,53 382,84 367,24

Peso dos bacos e auto-implantes

Tab. A4. Peso dos bacos (g) dos animais dos grupos I, 111, 1V, VI, VII
e VIII, no momento do procedimento cirdrgico.
Animais I i v VI VII VI
1 09 080 084 087 111 160
2 1,08 102 100 134 09 097
3 081 086 084 124 105 1,39
4 066 083 084 087 122 0,65
5
6
7

088 063 062 083 087 0,60
09 044 083 097 080 0,89
069 058 099 05 091 1,01




Tab. A5. Massa (g) de tecido esplénico regenerado nos animais dos
grupos 11, 1V, VII e VIII.

Animais 111 v Vil VI

1 027 044 035 0,32

2 025 0.3 0,34 0,30

3 0,1 0,44 031 045
4 029 011 036 0,19
5
6
7

031 019 022 0,26
028 019 0,28 0,25
029 047 031 0,32

Tab. A6. Percentual de tecido esplénico regenerado em relacédo ao
implantado nos animais dos grupos 11, 1V, VIl e VIII.
Animais 1l AV VIlI Vil

1 33,75 52,38 31,53 20,00

2 24,51 30 35,79 30,93

3 11,63 52,38 29,52 32,37
4 3494 13,1 29,51 29,23
5
6
7

49,21 30,65 25,29 43,33
63,64 22,89 35,00 28,09
50 47,47 34,07 31,68




Hemograma (série branca)

Analises sanguineas

Tab. A7. Leucometria total (células/mm3), no inicio do experimento,

por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VI
1 8,9 178 13,1 4,4 12,5 6 122 164
2 9,2 10,6 7,7 9,5 8,7 11,3 6,5 13,6
3 4,4 9,8 12,2 9,2 16,3 7,7 11,7 6,5
4 111 108 111 8,1 16,7 11,2 11,7 1272
5 7,9 7 113 121 116 6,9 13,3 8,8
6 123 12,3 5,7 8,2 134 131 124 12,7
7 13,9 9,2 111 124 13,6 5,7 4 13,7

Tab. A8. Contagem absoluta de linfocitos (células/mms3), no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VI
1 7,6 15,3 91 3,9 10,5 4,7 9,4 12,5
2 7,6 7,4 6 7,9 7,4 9,6 5,2 11
3 3,4 8,4 9,4 7,4 12,9 6,4 9,5 5,2
4 9,2 8,4 9,7 6,7 13 8,1 9 10,4
5 6,6 6 9 10,2 8,4 5,3 9,3 7,1
6 10,2 9,6 4,5 6,7 7,9 9,4 11,3 8,7
7 11 7,2 9 10,2 10,7 48 3,3 11,7




Tab. A9. Contagem relativa (%) de linfécitos, no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VI

1 85,4 86 69,5 79,5 84 78,3 7 76,2
826 698 779 832 851 85 80 80,9
7713 857 7 804 791 831 8172 80
829 78 874 827 7718 723 769 852
835 857 796 843 724 815 699 80,7
82,9 78 789 81,7 59 71,8 91,1 685
791 783 811 823 78,7 842 825 854

~N oo o A WD

Tab. A10. Contagem absoluta de neutrofilos (células/mmsg), no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VIl

1 0,8 1,9 2,6 0,7 1,8 0,9 2,2 1,6
2 1,3 2,4 1,1 1,4 1 1,4 1,1 1,9
3 0,8 1,1 2,4 1,4 2,9 1,1 1,8 1,1
4 1,5 1,8 1,1 1,2 2,7 1,5 1,8 1,4
5 1,0 0,9 1,7 1,5 1,3 0,6 3,5 1,4
6 1,8 2,1 1 1 2,8 2,4 0,6 2,6
7 2,1 1,5 1 1,8 1,2 0,4 0,4 1,1




Tab. All. Contagem relativa (%) de neutrofilos, no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VI
1 9 10,7 19,8 159 144 15 18 9,8
2 141 226 143 14,7 115 124 169 14
3 182 112 19,7 152 178 143 154 169
4 135 16,7 9,9 148 16,2 134 154 115
5 12,7 12,9 15 124 11,2 9,2 26,3 159
6 146 171 175 122 209 183 4,8 20,5
7 15,1 16,3 9 14,5 8,8 7 10 8

Tab. A12. Contagem absoluta de basofilos, eosinéfilos e mondcitos

(células/mm3), no inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VIl

1 0,5 0,6 1,4 0,2 0,2 0,4 0,6 2,3
2 0,3 0,8 0,6 0,2 0,3 0,3 0,2 0,7
3 0,2 0,3 0,4 0,4 0,5 0,2 0,4 0,2
4 0,4 0,6 0,3 0,2 1 1,6 0,9 0,4
5 0,3 0,1 0,6 0,4 1,9 0,6 0,5 0,3
6 0,3 0,6 0,2 0,5 2,7 1,3 0,5 1,4
7 0,8 0,5 1,1 0,4 1,7 0,5 0,3 0,9




Tab. A13. Contagem relativa (%) de basofilos, eosinofilos e monacitos,

no inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VI

1 5,6 3,4 10,7 4,5 1,6 6,7 4,9 14,0
2 3,3 7,5 7,8 2,1 3,4 2,7 3,1 51
3 4,5 3,1 3,3 4,3 3,1 2,6 3,4 3,1
4 3,6 5,6 2,7 2,5 6 14,3 7,7 3,3
3) 3,8 1,4 5,3 3,3 16,4 9,2 3,8 3,4
6 2,4 4,9 3,5 6,1 20,1 9,9 4 11,0
7 5,8 5,4 9,9 3,2 12,5 8,8 7,5 6,6

Tab. Al4. Leucometria total (células/mm?3) na 6.2 semana de

experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I 11 v \ Vi Vil VI
1 116 164 18,7 145 132 161 169 183

2 115 116 168 143 120 165 139 16,6
3 6,8 16,4 8,2 122 151 135 161 120
4 126 134 130 143 175 156 140 114
5 9,2 9,2 176 200 136 155 172 13,2
6 195 20,0 18,0 8,5 148 18,7 140 150
7 104 183 182 157 119 171 145 14,2




Tab. A15. Contagem absoluta de linfocitos (células/mm3) na 6.2 semana

de experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I 1 i v \% VI VIl VIII
1 9,7 140 158 115 101 119 133 15
2 9,1 93 138 11,7 96 133 115 13,7
3 53 131 64 101 113 10,7 123 9,3
4 98 100 10,3 115 144 104 89 9,1
5 7,1 70 134 157 105 121 130 10,6
6 146 142 153 6,3 10,3 134 115 114
7 87 141 139 119 83 11,7 111 12,1

Tab. A16. Contagem relativa de linfocitos (%) na 6.2 semana de

experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais | I i AV V VI VII VI
1 83,62 8537 8449 7931 765 739 787 8197
2 79,13 80,17 82,14 8182 80,0 806 827 8253
3 7794 79,88 78,05 82,79 748 793 764 77,50
4 77,78 74,63 79,23 8042 823 66,7 636 7982
5 77,17 76,09 76,14 7850 772 781 756 80,30
6 74,87 71,00 8500 7412 69,6 71,7 821 76,00
7 83,65 77,05 7637 7580 69,7 684 766 8521




Tab. A17. Contagem absoluta de neutroéfilos (células/mm3) na 6.2

semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e V111, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I 1 11 vV \% VI VIl VI
1 1,4 1,5 1,9 2,3 2,0 2,7 2,6 2,5

2 15 1,9 2,3 1,9 1,9 2,3 2,2 2,6

3 0,9 2,4 1,4 1,8 2,4 1,9 2,5 2,0

4 1,8 2,1 15 1,8 2,1 3,0 3,4 2,1

5 1,3 2,1 2,6 3,3 1,7 2,1 3,2 1,8

6 3,8 4,0 2,0 1,4 3,6 2,9 1,5 3,0

7 1,3 3,1 2,9 2,5 2,5 3,4 1,6 1,7

Tab. A18. Contagem relativa de neutroéfilos (%) na 6.2 semana de

experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais | I ] v V VI VIlI VI
1 12,1 9,1 10,2 1586 152 16,8 154 13,7
2 130 164 13,7 13,29 158 139 158 157
3 132 146 17,1 14775 159 141 155 16,7
4 143 157 115 1259 120 192 243 184
5 141 228 148 1650 125 135 186 136
6 195 200 111 1647 243 155 10,7 20,0
7 125 16,9 159 1592 210 199 110 120




Tab. A19. Contagem absoluta de basofilos, eosinofilos e mondcitos
(células/mm3) na .62 semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V, e

VIl e na 12.2 semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111,

V, Vle VIl
Animais I I Il v \Y Vi Vil VI
1 0,5 0,9 1,0 0,7 1,1 1,5 1,0 0,8

2 0,9 0,4 0,7 0,7 0,5 0,9 0,2 0,3
3 0,6 0,9 0,4 0,3 1,4 0,9 1,3 0,7
4 1,0 1,3 1,2 1,0 1,0 2,2 1,7 0,2
3) 0,8 0,1 1,6 1,0 1,4 1,3 1,0 0,8
6 1,1 1,8 0,7 0,8 0,9 2,4 1,0 0,6
7 0,4 1,1 1,4 1,3 1,1 2,0 1,8 0,4

Tab. A20. Contagem relativa (%) de basofilos, eosindfilos e monadcitos

na 6.2 semana de experimento, nos ratos dos grupos IV e VIIl,ena12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I Il v \/ VI VIl VI
1 4,3 55 5,3 4.8 8,3 9,3 5,9 4,4

2 7,8 3,4 4,2 4,9 4,2 5,9 1,4 1,8
3 8,8 5,5 4,9 2,5 9,3 6,7 8,1 5,8
4 7,9 9,7 9,2 7,0 5,7 141 121 1,8
5 8,7 1,1 91 5,0 10,3 8,4 5,8 6,1
6 5,6 9,0 3,9 9,4 6,1 12,8 7,1 4,0
7 3,8 6,0 7,7 8,3 9,2 11,7 124 2,8




Citometria de fluxo

Sangue periférico

Tab. A21. Contagem relativa (%) de linfocitos no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi VIl VI

1 41,08 31,68 39,99 5142 29,74 28,10 27,64 30,50
22,/0 3193 3154 3545 3508 30,58 40,93 37,18
2530 37,45 39,14 31,44 3381 41,14 42,08 27,63
28,62 43,07/ 29,46 2852 3508 31,/8 3191 3744
2457 31,56 3854 3488 31,49 39,85 30,96 36,22
4592 26,87 27,06 2438 43,49 36,79 4432 41,77
32,88 3533 38,41 37,12 4511 30,17 44,57 43,45

~N oo o1 B~ W DN

Tab. A22. Contagem absoluta de linfécitos (células/mm3) no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VIl

1 3122 4847 3639 1800 3123 1321 2598 3813
2 1725 2363 1892 2801 2596 2936 2128 4090
3 860 3146 3679 2327 4361 2633 3998 1437
4 2633 3618 2858 1911 4560 2574 2872 3894
5 1622 1894 3469 3558 2645 2112 2879 2572
6 4684 2580 1218 1633 3436 3458 5008 3634
7 3617 2544 3457 3786 4827 1448 1471 5084




Tab. A23. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD4 no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais

v

\

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
5
6
7

35,74
39,37
41,30
40,47
48,92
51,14
34,15

37,81
31,80
40,35
41,14
36,60
45,40
47,35

40,57
32,04
33,59
45,46
34,47
44,33
55,22

49,67
40,08
17,28
33,57
35,07
45,13
42,70

44,01
34,78
31,10
38,34
35,95
42,17
40,57

59,64
45,37
55,40
40,81
40,25
23,30
36,26

42,33
47,79
45,37
42,96
48,31
41,25
41,70

51,84
51,35
43,40
31,79
44,51
41,10
47,69

Tab. A24. Contagem absoluta de linfocitos T-CD4 (células/mm?) no

inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VIII
1 2716 5785 3692 1738 4621 2803 3979 6480
2 2992 2353 1922 3166 2574 4356 2381 5649
3 1404 3389 3157 1279 4012 3546 4310 2257
4 3723 3456 4410 2249 4984 3306 3866 3306
5 3229 2196 3102 3577 3020 2133 4493 3160
6 5216 4358 1995 3024 3331 2190 4661 3576
7 3757 3409 4970 4355 4341 1740 1376 5580




Tab. A25. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8a no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VIl
1 22,719 19,70 27,03 23,38 36,27 34,74 28,66 27,88
2 2396 20,13 2594 31,87 30,74 26,28 26,05 32,36
3 23,04 2798 28,07 2828 32,/5 30,17 28,88 33,06
4 23,34 20,76 31,34 20,42 2456 15,79 30,21 23,17
3) 37,69 23,18 25,38 2550 21,75 20,67 29,64 21,30
6 29,79 2997 28,79 29,17 27,51 19,59 24,38 26,67
7 2424 34,03 30,94 30,12 2537 1557 2556 21,26

Tab. A26. Contagem absoluta de linfécitos T-CD8a (células/mm?) no

inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VIl
1 1732 3014 2460 818 3808 1633 2694 3485
2 1821 1490 1556 2518 2275 2523 1355 3560
3 783 2350 2639 2093 4225 1931 2744 1719
4 2147 1744 3040 1368 3193 1279 2719 2410
5 2488 1391 2284 2601 1827 1096 2757/ 1512
6 3039 2877 1296 1954 2173 1841 2755 2320
7 2666 2450 2785 3072 2715 747 843 2487




Tab. A27. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8 no inicio do

experimento, por grupo de animais.

Animais I I Il v \ Vi Vil VIl
1 12,36 10,31 11,37 1547 10,41 9,87 8,42 931
2 97 7,79 11,09 10,73 1190 10,78 13,81 11,93
3 16,25 10,74 1120 8,31 11,55 14,07 13,552 13,68
4 812 1169 782 725 115 811 9,08 10,64
5 10,75 11,37 14,71 1243 9,56 11,28 8,18 10,10
6 1512 8,76 7,19 885 13,51 10,23 12,42 14,16
7 11,60 11,16 11,95 1169 1463 9,09 1343 12,72

Tab. A28. Contagem absoluta de linfocitos T-CD8f (células/mm3) no

inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \ Vi Vil VIl
1 939 1577 1035 541 1093 464 791 1164
2 743 576 665 848 881 1035 718 1312
3 553 902 1053 615 1490 900 1284 711
4 747 982 759 486 1503 657 817 1107
5 710 682 1324 1268 803 598 761 717
6 1542 841 324 593 1067 962 1403 1232
7 12/6 804 1076 1192 1565 436 443 1488




Tab. A29. Contagem relativa (%) de linfocitos B de zona marginal de

baco no inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I I i v \Y Vi Vil VI
1 422 540 762 958 683 512 758 6,66
2 840 473 436 608 710 554 505 6,99
3 453 6,80 565 544 826 963 554 8,73
4 556 468 748 664 /709 512 8,09 10,32
3) 520 960 771 526 811 961 9,07 1051
6 7,42 562 930 6,77 761 85 6,26 6,86
7 549 533 749 540 935 688 8,75 4,62

Tab. A30. Contagem absoluta de linfocitos B de zona marginal de baco

(células/mm3) no inicio do experimento, por grupo de animais.

Animais I 1 i v \ Vi Vil VI
1 321 826 693 335 717 241 713 833
2 638 350 262 480 525 532 263 769
3 154 571 531 403 1066 872 526 454
4 512 393 726 445 922 415 728 1073
3) 343 576 694 537 681 509 844 746
6 757 540 419 454 601 804 707 597
7 604 384 674 551 1000 330 289 541




Tab. A31. Contagem relativa (%) de linfocitos T totais na 6.2 semana

de experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.

Animais

v

\

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
5
6
7

37,03
35,70
30,87
28,92
26,36
29,75
36,50

23,75
12,50
24,42
14,21
24,57
22,72
19,40

26,56
27,55
28,14
28,48
24,95
25,69
28,75

27,49
20,24
25,58
23,97
23,40
22,92
23,84

34,49
37,90
36,03
35,52
39,12
34,51
31,78

25,12
16,65
17,42
30,99
29,66
32,04
22,91

14,79
34,65
19,82
28,712
33,77
33,56
28,90

18,77
25,32
22,65
25,46
36,98
36,96
30,46

Tab. A32. Contagem absoluta de linfocitos T totais (células/mm3) na 6.2

semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I 1l vV V VI VIl VI
1 3592 3325 4196 3161 3483 3061 1967 2816

2 3249 513 3802 2368 3638 2214 3985 3469

3 1636 3199 1801 2584 4071 1864 2438 2106

4 2834 1421 2933 2757 5115 3223 2556 2317

5 1872 1720 3343 3674 4108 3589 4390 3920

6 4344 3226 3931 1444 3555 4293 3859 4213

7 1825 2735 3996 2837 2638 2680 3208 3686




Tab. A33. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD4 na 6.2 semana de

experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.

Animais I

v

\

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
5
6
7

38,41
59,02
23,38
47,13
45,37
42,04
32,54

19,57
23,94
28,70
32,12
22,89
20,18
19,98

43,57
32,33
13,84
31,25
35,17
42,29
26,99

31,66
29,71
16,41
18,50
16,51
25,75
19,98

41,02
40,31
48,05
41,69
37,28
32,44
33,84

39,24
40,48
34,34
32,55
27,8
33,89
32,76

45,05
39,69
34,36
31,17
38,49
42,74
47,89

51,31
50,44
45,68
44,17
53,64
28,67
26,87

Tab. A34. Contagem absoluta de linfocitos T-CD4 (células/mm3) na 6.2

semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I 1l vV V VI VIl VI
1 3726 2740 6884 3641 4143 4670 5992 7697

2 5371 982 4462 3476 3870 5384 4564 6910

3 1239 3760 886 1657 5430 3674 4226 4248

4 4619 3212 3219 2128 6003 3385 2774 4019

5 3221 1602 4713 2592 3914 3364 5004 5686

6 6138 2866 6470 1622 3341 4541 4915 3268

7 1627 2817 3752 2378 2809 3833 5316 3251




Tab. A35. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8a na 6.* semana

de experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.

Animais

v

\

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
5
6
7

26,89
33,48
217,55
24,69
28,24
24,71
18,51

28,60
28,36
20,38
25,90
24,94
16,26
24,64

23,70
25,34
21,14
26,61
24,35
22,83
23,01

15,30
16,02
21,94
24,30
17,81
14,44
36,78

21,55
32,40
24,19
28,77
17,85
24,12
22,48

20,14
26,12
22,73
17,67
24,48
23,12
17,71

19,20
217,55
19,49
27,61
22,65
26,24
15,25

30,99
32,50
22,45
20,90
17,37
17,93
14,23

Tab. A36. Contagem absoluta de linfocitos T-CD8a. (células/mm?) na

6.2 semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I 1l vV V VI VIl VI
1 2044 4376 2157 536 2177 2397 2554 4649

2 2544 2099 1520 1266 3110 3474 3168 4453

3 937 1712 1987 1624 2733 2432 2397 2088

4 2271 1554 2581 1628 4143 1838 2457 1902

5 1864 2095 2192 1817 1874 2962 2945 1841

6 2520 1561 1027 967 2484 3098 3018 2044

7 2036 1774 2071 3752 1866 2072 1693 1722




Tab. A37. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8p na 6.2 semana

de experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais | I ] v V VI VIlI Vil
1 950 931 1063 7,80 1068 758 392 573
2 545 3,73 810 6,18 10,12 6,22 12,09 8,24
3 928 578 512 9,60 1148 1095 2,89 6,15
4 918 3,71 538 6,45 10,05 8,73 228 6,27
5 833 621 891 935 954 860 1237 9,88
6 879 741 722 6,43 1295 574 1506 9,95
7 17,57 582 948 6,35 1362 830 8,76 8,03

Tab. A38. Contagem absoluta de linfécitos T-CD8B (células/mmg) na

6.2 semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais | I Il v V VI W1 VI
1 922 1303 1680 897 1079 902 521 860

2 496 153 1118 723 972 827 1390 1129

3 492 757 328 970 1297 614 355 572

4 900 371 554 742 1447 908 203 o571

5 591 435 1194 1468 1002 1041 1608 1047

6 1283 1052 1105 405 1334 1467 1732 1134

7 879 821 1318 756 1130 971 972 972




Tab. A39. Contagem relativa (%) de linfécitos B na 6.2 semana de

experimento, nos ratos dos grupos IV e VIII, e na 12.2 semana de

experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I 1 i v \% VI VIl VI
1 502 7,74 827 1630 915 580 12,32 2,05
2 836 586 10,02 17,36 6,07 430 7,64 2,76
3 442 6,38 433 1328 4,79 6,00 919 4,05
4 6,40 494 412 897 466 12,77 466 9,56
5 4,71 10,26 547 9,43 1098 1245 6,07 940
6 939 6,81 512 1530 11,03 1342 1155 9,65
7 478 7,79 10,37 353 1059 9,02 11,10 8,54

Tab. A40. Contagem absoluta de linfocitos B (células/mm3) na 6.2

semana de experimento, nos ratos dos grupos 1V e VIII, e na 12.2

semana de experimento, nos animais dos grupos I, 11, 111, V, VI e VII.
Animais I I 1l vV V VI VIl VI
1 487 1084 1307 1875 924 690 1639 308

2 761 240 1383 2031 583 572 879 378

3 234 836 277 1341 541 642 1130 377

4 627 494 424 1032 671 1328 415 870

5 334 718 733 1481 1153 1506 789 996

6 1371 967 783 964 1136 1798 1328 1100

7 239 1098 1441 420 879 1055 1232 1033




Ceélulas do baco e dos auto-implantes esplénicos

Tab. A41. Contagem de células nucleadas nos bacos e auto-implantes
esplénicos nas 6.2 e 12.2 semanas de experimento, nos grupos
suplementados e néo suplementados com L-glutamina.
Animais 1l 11 v VI Vil VI

1 563 195 76 991 256 655

2 289 70 161 772 781 519

3 540 131 141 712 180 450
4 615 42 66 361 630 182
5
6
7

623 16 145 598 89 251
617 38 129 539 359 483
638 S7 93 907 194 249

Tab. A42. Contagem absoluta (células / g de tecido) de linfocitos T
totais nos fragmentos de baco e de auto-implante esplénico.
Animais I i AV VI VilI VIl

1 195 36 18 263 31 152

2 82 14 28 220 118 65

3 138 28 29 159 26 95
4 173 7 9 96 128 34
5
6
7

176 3 17 141 16 45
175 7 25 172 79 94
242 11 17 302 32 39




Tab. A43. Contagem relativa (%) de linfocitos T totais nos fragmentos

de baco e de auto-implante esplénico.

Animais

v

Vi

Vil

Vil

1

2
3
4
3)
6
7

34,55 18,27 24,21

28,26
25,47
28,21
28,27
28,36
37,86

19,66
21,11
17,53
19,36
18,73
18,77

17,48
20,37
13,54
12,00
19,31
18,49

26,57
28,51
22,29
26,59
23,50
31,90
33,35

12,11
15,14
14,53
20,28
17,46
21,87
16,44

23,24
12,48
21,07
18,74
17,85
19,37
15,62

Tab. A44. Contagem absoluta (células / g de tecido) de linfocitos T —

CD4 nos fragmentos de baco e de auto-implante esplénico.

Animais 1l Il v Vi Vil VI
1 146 44 18 398 55 180
2 83 16 28 296 261 162
3 112 29 42 311 30 92
4 226 10 18 146 155 36
3) 227 5 40 224 16 54
6 294 10 35 172 97 138
7 278 7 19 365 48 54




Tab. A45.Contagem relativa (%) de linfécitos T-CD4 nos fragmentos
de baco e de auto-implante esplénico.

Animais I 11 v VI VIl VI

1 25,88 22,52 2434 4021 2152 2742

2 28,70 2357 17,57 38,31 3344 31,24

3 20,71 22,11 30,00 43,64 16,74 2041
4 36,79 23,37 27,12 40,44 2457 19,56
5
6
7

36,36 31,85 27,88 37,52 18,24 21,37
47,59 25,24 26,98 31,89 26,98 28,54
43,53 12,99 20,43 40,29 2459 21,66

Tab. A46. Contagem absoluta (células / g de tecido) de linfocitos T —
CD8a nos fragmentos de baco e de auto-implante esplénico.

Animais I i AV VI VilI VI

1 179 36 12 233 65 121

2 53 11 33 144 204 127

3 131 27 22 149 40 120
4 112 7 13 89 101 27
5
6
7

113 2 29 115 21 69
170 5 19 93 84 61
161 16 15 82 36 45




Tab. A47. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8a. nos fragmentos
de baco e de auto-implante esplénico.

Animais I 11 v VI VIl VI

1 31,87 1841 1595 2351 2532 1847

2 18,40 16,37 20,42 18,66 26,15 24,49

3 24,27 20,92 1528 20,96 22,18 26,65
4 18,27 1592 20,28 24,79 16,04 14,98
5
6
7

18,20 13,19 20,22 19,27 24,03 2741
27,48 1337 1460 17,26 2332 1254
2527 28,45 1587 899 18,74 17,99

Tab. A48. Contagem absoluta (células / g de tecido) de linfocitos T —

CD8p nos fragmentos de bago e de auto-implante esplénico.

Animais 1l Il v Vi Vil VI
1 o1 10 6 80 14 35
2 27 5 3) 59 42 18
3 36 9 7 50 11 17
4 43 1 3 29 43 13
3) 59 1 6 47 12 12
6 44 2 4 40 16 28
7 55 3 3) 33 14 16




Tab. A49. Contagem relativa (%) de linfocitos T-CD8p totais nos
fragmentos de bago e de auto-implante esplénico.
Animais I 11 v VI VIl VI

1 910 515 746 812 550 541

2 951 7,14 308 765 541 349

3 6,70 711 473 7,08 628 3,85
4 706 338 430 79 68 712
5
6
7

949 758 398 785 13,49 4,96
706 594 334 743 456 5,88
866 590 503 362 724 6,23

Tab. A50. Contagem absoluta (células / g de tecido) de linfocitos B de

zona marginal do baco nos fragmentos de bago e de auto-implante

esplénico.
Animais I ] v Vi ViI VI
1 80 32 8 217 29 23
2 46 3 16 139 74 63
3 117 6 7 156 16 22
4 108 3 5 58 66 11
5 152 1 7 123 7 25
6 96 6 5 94 21 39
7 152 6 5 168 12 13




Tab. A51. Contagem relativa (%) de linfocitos B de zona marginal de
baco nos fragmentos de baco e de auto-implante esplénico.
Animais I 11 v VI Vil VI

1 1420 16,46 11,12 21,87 1145 3,50

2 1596 4,71 10,23 17,95 949 1212

3 2166 480 485 2188 875 4,98
4 1758 6,27 7,13 16,09 1055 6,24
5
6
7

2437 593 501 2055 745 10,15
1554 16,27 4,13 1746 587 8,14
23,79 10,92 590 1854 6,31 521




i

e
’%

%’%UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

g INSTITUTO DE BIOLOGIA ROBERTO ALCANTARA GOMES
COMISSAO DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE ANIMAIS EXPERIMENTAIS

\f‘v f

L1

#RJ
%o
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® CEA/164/2006 sobre "Subpopulagoes
linfocitarias em ratos submetidos a esplenectomia total isolada ou
combinada com auto-implante esplénico e a suplementagio dietética
com L-glutamina” sob a responsabilidade de Cristina Fajardo Diestel
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
tendo sido aprovado pela Comissédo de Etica Para o Cuidado e Uso de
Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes
da UERJ (CEA), em 14/12/2006. Este certificado expira em 14/12/2008.

Rio de Janeiro, 14 de Dezembro de 2006.
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