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RESUMO 

SOUSA, Valesca Oliveira de. Regeneração do autoimplante esplênico em ratos: avaliação 

morfofuncional e imuno-histoquímica. 22001111..  4400ff..  Dissertação (Mestrado em Fisiopatologia e 

Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2011. 

 

Diante da importância do baço, deve-se tentar a sua preservação sempre que possível 

e, nas situações em que a esplenectomia total é inevitável, a única alternativa para a 

preservação de sua função parece ser a realização do autoimplante esplênico. Neste contexto, 

o objetivo do presente trabalho foi analisar o desenvolvimento da regeneração morfológica do 

tecido autoimplantado, sob microscopia de luz e por imunomarcação, e avaliar a regeneração 

funcional, por meio da depuração dos corpúsculos de Howell-Jolly, em ratos submetidos a 

esplenectomia total combinada com autoimplante esplênico. Foram utilizados 112 ratos 

Wistar albinos machos adultos, distribuídos aleatoriamente em 16 grupos. Semanalmente, 

durante 16 semanas, os sete animais de cada grupo foram submetidos a coleta sanguínea, 

sendo preparadas lâminas para avaliação da presença de corpúsculos de Howell-Jolly 

(avaliação funcional), que estiveram presentes durante as 15 primeiras semanas, sendo que, a 

partir da oitava semana, houve uma diminuição significativa, mas somente não foram mais 

identificados na 16ª semana. Em seguida à coleta sanguínea, os animais correspondentes a 

cada semana foram mortos por sobredose anestésica e submetidos a relaparotomia para 

retirada do tecido esplênico autoimplantado regenerado. Posteriormente, esse tecido 

regenerado foi analisado sob microscopia de luz, onde, sob coloração de hematoxilina-eosina, 

observou-se regeneração morfológica completa do tecido autoimplantado a partir da oitava 

semana, sendo encontrado um tecido morfologicamente idêntico ao baço normal. Com a 

técnica de resorcina-fucsina de Weigert, identificaram-se fibras do sistema elástico, 

demonstrando elastogênese intensa no processo de regeneração do tecido esplênico 

autoimplantado. Na imunomarcação com antígeno de proliferação celular nuclear (PCNA), 

observou-se proliferação celular, evidenciando uma expressão gradativa das células a partir da 

2ª semana, sendo que, nas 9ª e 10ª semanas, observou-se aumento significativo na 

imunodensidade, quando comparadas às demais, o que não ocorreu com a técnica para 

caspase-3, onde a apoptose mais intensa ocorreu nas primeiras semanas. Nossos resultados 

mostram que, com oito semanas, existe regeneração morfológica do autoimplante esplênico, 

assemelhando-se a um baço normal, no mesmo momento em que parece iniciar-se a sua 

regeneração funcional.  

Palavras-chaves: Autoimplante. Baço. Regeneração. Corpúsculo de Howell-Jolly. 



ABSTRACT 

 

Given the importance of the spleen, it should be preserved whenever possible. If 

splenectomy is crucial, the only alternative to preserve spleen function is to perform a splenic 

auto-implantation. The aim of the present study was to assess the morphological regeneration 

of an auto-implanted spleen and to correlate it to its functional regeneration in a model of 

splenectomy combined with splenic auto-implantation in rats. Three-month old male Wistar 

rats (n=112) were randomly allocated into 16 groups (n=7). During 16 weeks, blood was 

collected to evaluate the presence of Howell-Jolly bodies (functional evaluation). These 

structures were found during the 15 first weeks, but decreased progressively starting at the 8th 

week, and were no longer found at the 16th week. In each specific week, after blood collection, 

rats were killed by anesthetic overdose and subjected to relaparotomy in order to retrieve the 

regenerated auto-implanted splenic tissue. The tissue was stained by hematoxylin and eosin 

and analyzed under the light microscope. Full morphological regeneration of the auto-

implanted tissue was seen at the 8th week. Intense elastogenesis was detected by the Weigert 

resorcin-fuchsin stain during regeneration. Cell proliferation was increased starting at the 2nd 

week, and the highest density was seen at the 9th and 10th weeks (assessed by the 

immunohistochemistry of the proliferating cell nuclear antigen [PCNA]). Caspase-3 stain 

indicated higher apoptosis at the first weeks of experiment. The present data show that there 

is a morphological regeneration of the splenic auto-implant after 8 weeks of implantation, 

resulting in a morphologically healthy spleen, and it matches the initiation of the functional 

regeneration. 

 

 

Key-words: Auto-implant. Spleen. Regeneration. Howell-Jolly Body. 
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INTRODUÇÃO 

 

Durante mais da metade do século XX, a esplenectomia foi a principal indicação 

em caso de traumas esplênicos. Acreditava-se que a sua remoção cirúrgica, tanto devido 

a trauma abdominal quanto a tratamento eletivo de inúmeras enfermidades, não 

provocaria dano maior ao paciente
1,2

. Contudo, já a partir de 1919, começou-se a 

perceber que a esplenectomia aumentava o risco ao desenvolvimento de infecções 

graves
3
, mas foi somente em 1952 que esse fato alcançou repercussão no meio 

científico, quando foi relatada a ocorrência de infecção fulminante após a realização de 

esplenectomia total em crianças com idade inferior a seis meses, portadoras de doenças 

hematológicas, comprovando a associação entre esplenectomia e sepse
4
. Em 1969, 

Diamond denominou esse quadro como infecção fulminante pós-esplenectomia
5
. 

Inicialmente, entretanto, acreditava-se que esse tipo de infecção grave somente 

acontecia após esplenectomia em crianças, o que foi contestado por Singer, em 1973, 

que mostrou que ela poderia ocorrer também em adultos, após remoções esplênicas 

realizadas por qualquer indicação e em qualquer momento após o procedimento 

cirúrgico
6
. Com base na correlação entre sepse e esplenectomia, alternativas para 

preservar a função esplênica passaram a ser desenvolvidas, principalmente em pacientes 

com lesão esplênica por trauma
6-8

.  

O implante autógeno heterotópico do baço parece ser a única alternativa para a 

preservação de tecido esplênico nos casos em que a realização da esplenectomia total é 

inevitável. Esta constatação foi observada por meio de achados clínicos e patológicos de 

implantes esplênicos espontâneos, denominados esplenose, observados após 

esplenectomias por trauma, mostrando a existência de regeneração morfológica e de 

muitas funções do baço
9-12

. 

Depois de implantado, o tecido esplênico passa por um processo de necrose 

quase completa e, posteriormente, inicia o seu processo de regeneração na camada 

periférica, a partir de três a quatro células que não se degeneram e se multiplicam em 

direção centrípeta, e, diferentemente do que ocorre com as células da parte central, 

gradualmente, substituem a zona necrótica. A regeneração parece ocorrer da seguinte 

forma: algumas horas após o implante, surge uma área de necrose, seguindo-se ativação 

e nova formação tecidual (dias após o implante) e formação de polpas vermelha e 

branca (cerca de cinco semanas após o implante), levando à estrutura final (a partir de 

cerca de oito semanas após o implante)
13

.  



Os vasos presentes no tecido autoimplantado originam-se da regeneração do 

implante e não de capilares oriundos do tecido circunvizinho. Somente após a 

desvascularização do implante, forma-se a zona necrótica central e surgem canais 

vasculares, construindo uma neovascularização que se anastomosa com capilares 

penetrantes do tecido ao redor
14

. No processo de revascularização, a formação vascular 

inicial surge cerca de 36 horas após o implante, tornando-se mais evidente entre 48 e 72 

horas, sendo que, ao final do segundo dia, já existe a formação de vênulas
15

.  

Muitas vezes, a zona periférica do implante é mais diferenciada que a parte 

central. Alguns autores mostraram que pequenos implantes regeneram-se em menos 

tempo do que grandes implantes
16,17

. Com estes, a zona periférica pode desenvolver-se 

em tecido esplênico normal e o centro apresentar apenas uma camada de células 

conjuntivas proliferativas que penetram na zona necrótica, dificultando a sua 

regeneração morfológica e funcional
16,17

. 

Vários locais para o implante esplênico autógeno foram testados, como omento 

maior, tecido subcutâneo, bolsa mesentérica de intestino delgado, intramuscular e 

retroperitoneal, entre outros
13,17,19

. Comparando estudos em ratos, na mesma idade e 

utilizando técnicas similares, implantes intraperitoneais parecem regenerar-se e 

funcionar melhor que os retroperitoneais e subcutâneos
13,17

; implantes realizados na 

fáscia do músculo reto abdominal levam a regeneração da arquitetura esplênica, mas 

com presença de muitas áreas fibróticas
18

. Ademais, o implante de tecido esplênico 

tanto no omento quanto no tecido subcutâneo, em ratos, propicia regeneração 

morfológica idêntica ao tecido esplênico normal, mas funcionalmente diferentes
13,19

. 

 Alguns estudos, tanto clínicos quanto experimentais, mostram a diversificação 

quanto ao número e tamanho dos tecidos autoimplantados. Millikan et al. (1982) 

implantaram cinco fragmentos esplênicos em bolsa omental, em pacientes submetidos a 

esplenectomia total por trauma abdominal. Dos 13 pacientes avaliados, em 12 foram 

obtidas imagens cintilográficas no local do implante e a contagem de plaquetas, assim 

como os níveis de IgM, encontravam-se dentro dos limites da normalidade
11

. Patel et al. 

(1986) utilizaram fatias, fragmentos e pulverização de tecido esplênico em diversos 

locais na cavidade abdominal de ratos, e verificaram que, após 16 semanas do 

procedimento, o implante de fatias no omento maior preservou a arquitetura esplênica e 

o que se correlacionou com maior índice de sobrevida dos animais e de depuração de 

pneumococos inoculados por via intravenosa
20

. 



Outro fator de grande importância é a quantidade de massa esplênica necessária 

para gerar função esplênica, que é dependente da quantidade de tecido regenerado, mas 

não do número de fragmentos implantados
21

. Entretanto, existe um mínimo de massa 

crítica do tecido autoimplantado necessário para que se observe a regeneração da função 

esplênica e a maioria dos autores concorda que essa massa mínima deve ser superior a 

25% da massa esplênica total do baço normal
17,22-24

. 

  A investigação da função imunoprotetora dos autoimplantes esplênicos 

autógenos se dá, em sua maioria, pela exposição de animais a diversas bactérias, 

avaliando-se o nível de depuração desses microorganismos da corrente sanguínea
25-28 

e 

da mortalidade decorrente da sepse por eles provocada
23,29

. 

A verificação da viabilidade e funcionalidade de implantes esplênicos autógenos 

pode ser feita com a utilização de radiofármacos e também com a utilização de Doppler 

colorido, entre outros. Os radiofármacos servem como marcadores para a depuração 

sanguínea de material coloidal e de bactérias, testando dessa forma, a função fagocitária 

do sistema mononuclear fagocitário ou de hemácias marcadas, avaliando o seu 

seqüestro da circulação, mostrando que a capacidade de depuração de diferentes 

partículas depende de um baço funcional ou de tecido esplênico regenerado
29-31

. O 

Doppler colorido pode ser utilizado para a diferenciação entre baços acessórios e de 

enxertos esplênicos, com base em sua forma e suprimento vascular
32

.  

A proteção contra bacteremias se constitui em mais um método de verificação da 

viabilidade e funcionalidade de implantes esplênicos autógenos
27,28,33

. Marques et al 

(2003) observaram que, após o implante de fragmentos no omento maior de ratos jovens 

e adultos, de ambos os sexos, ocorreu regeneração morfológica do tecido esplênico 

autoimplantado após 16 semanas e que esse implante preservou a função fagocitária do 

baço e propiciou a proteção contra a sepse por Escherichia coli inoculada por via 

intravenosa
 
nesses animais

27
.  

Diversos estudos após esplenectomia total em humanos com a realização de 

autoimplante esplênico heterotópico mostraram o restabelecimento de muitas funções 

do baço. Das funções aparentemente preservadas, encontram-se a capacidade de 

remover substâncias coloidais, eritrócitos alterados e inclusões corpusculares, como as 

de Howell-Jolly, Heinz e Pappenheimer, da corrente sangüínea
9,10,21,34

. 

O tecido esplênico normal está envolto por uma cápsula composta por tecido 

conjuntivo denso, por fibras elásticas e por poucas fibras musculares lisas, que lhe 

conferem a característica de esponjoso. Na cápsula, a camada mais externa é composta 



por células mesoteliais. Trabéculas irregulares de músculo liso e de tecido fibroelástico 

surgem da cápsula para dentro do parênquima esplênico, sendo que, no hilo esplênico, a 

cápsula torna-se mais espessada, pela presença de maior número de trabéculas
35

.   

As fibras do sistema elástico são conhecidas, há mais de um século, por suas 

propriedades tintoriais características, que se deve à presença da elastina
36

, sendo que a 

técnica de resorcina-fucsina de Weigert se constitui em um dos métodos mais utilizados 

para a pesquisa da existência dessas fibras dentro dos tecidos
37

. Ultraestruturalmente, as 

fibras do sistema elástico apresentam-se compostas por um centro de elastina (material 

amorfo e homogêneo) circundado por microfibrilas (10-12 nm de diâmetro), constituído 

principalmente pela proteína fibrilina. No processo de desenvolvimento, as fibras do 

sistema elástico-microfibrilar se desenvolvem a partir destes feixes de fibrilina, com 

subseqüente deposição de elastina, até que ocorra a sua maturação
38

.
 
Entretanto, em 

certos compartimentos teciduais, observam-se somente feixes de microfibrilas sem 

elastina (fibras oxitalânicas, descritas por Fullmer & Lillie, em 1958)
39

, ou ainda feixes 

de microfibrilas com áreas esparsas de elastina (fibras elaunínicas, descritas por Gawlik, 

em 1965)
40

. Assim, as diferentes fibras do sistema elástico possuem composição diversa 

de elastina, com as fibras oxitalânicas se constituindo naquelas que apresentam menor 

componente, e as elásticas, propriamente ditas, naquelas com maior concentração de 

elastina
36

.  

A utilização de técnicas de imuno-histoquímica com anticorpos monoclonais 

tem sido de grande valia para o reconhecimento de antígenos expressos por células em 

proliferação
41

.
 
Para que ocorra a proliferação, as células têm que entrar em um processo 

complexo, o ciclo celular. O PCNA (antígeno de proliferação celular nuclear) é uma 

proteína não histônica de 36-kd, auxiliar da DNA polimerase, que se expressa em 

abundância em células em proliferação, estando presente somente nas fases G1, S, G2 e 

M do ciclo celular
41,42 

. A sua expressão inicia-se no final da fase G1, atinge o seu pico 

máximo na fase S, ocorrendo um declínio na fase G2 e M, haja vista a sua longa meia 

vida
42

. Ele faz parte de uma família de proteínas chamada de “família de deslizamento 

da fita de DNA”, que tem como função proporcionar a ligação das polimerases 

replicantes à fita de DNA, o que é necessário para a duplicação do genoma. O PCNA 

também está relacionado a muitas proteínas envolvidas em diversos processos relativos 

ao DNA, tendo participação na sua replicação e reparo, no controle do ciclo celular, no 

metabolismo da cromatina, na expressão gênica e na apoptose
43

. 



No processo de apoptose, as caspases foram descritas como mediadores cruciais 

e, entre elas, a caspase-3 que se destaca como a executora final essencial para as 

alterações nucleares associadas a apoptose.
 
Estudos recentes indicam que a ativação das 

caspases é o indicador mais específico do mecanismo de morte celular programada e 

que, ainda mais, a identificação da caspase-3 como agente efetor final torna a sua 

detecção um indicador único e extremamente sensível de apoptose
44,45

.  

O baço é um órgão de grande relevância na defesa do organismo e é comumente 

afetado em casos de trauma abdominal. Logo, deve-se tentar a preservação de sua 

função após a realização de esplenectomias totais, e a única alternativa parece ser a 

realização do autoimplante esplênico.  

A elastogênese tem sido alvo de muitos estudos relacionados com o 

desenvolvimento orgânico ontogenético, devido à capacidade das fibras que compõem o 

sistema elástico-microfibrilar de sustentar tecidos e órgãos, e, ao mesmo tempo, haja 

vista as suas propriedades elásticas, permitirem a sua movimentação e crescimento
46,47

.  

Contudo, a literatura médica existente ainda carece de uma descrição 

pormenorizada do processo da regeneração esplênica, tanto morfológica quanto 

funcional, assim como de dados acerca da produção de sua matriz extracelular fibrosa. 
 

Desse modo, torna-se relevante a análise qualitativa e quantitativa do 

desenvolvimento morfológico do processo de regeneração, assim como da depuração de 

corpúsculos de Howell-Jolly da corrente sanguínea, em ratos submetidos a 

esplenectomia total combinada com autoimplante esplênico.  

  

 

1 OBJETIVO 

 

Analisar o desenvolvimento da regeneração morfológica do tecido esplênico 

autoimplantado, com a utilização de técnicas histológicas e imuno-histoquímicas 

quantitativas e qualitativas, sob microscopia de luz, e a sua regeneração funcional, por 

meio da depuração sanguínea dos corpúsculos de Howell-Jolly, em ratos submetidos a 

esplenectomia total combinada com autoimplante esplênico. 



2 MÉTODO 

 

O protocolo de manuseio e experimentação dos animais foi aprovado pelo 

Comitê de Ética do Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes da Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro (n.° do protocolo: CEA/233/2008). Todos os procedimentos 

seguiram, rigorosamente, a regulamentação existente sobre experimentação com 

animais
48

. 

Foram utilizados 112 ratos Wistar albinos machos adultos, entre dois e três 

meses de idade com massa corporal média de 221 g±3 oriundos do Laboratório de 

Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos em biotério climatizado, com foto-período 

diário de 12 horas (claro-escuro), em gaiolas apropriadas e, no decorrer do experimento, 

receberam ração apropriada para ratos e água ad libitum.   

Os animais foram submetidos à esplenectomia total combinada com 

autoimplante esplênico e distribuídos aleatoriamente em 16 grupos, cada um contendo 

sete animais, no qual cada grupo representa um período (semana) para avaliação após o 

autoimplante esplênico. Assim, os 16 grupos representam as 16 semanas do 

experimento.  

Após jejum de seis horas, os animais de todos os grupos experimentais foram 

submetidos ao procedimento cirúrgico sob anestesia geral, com associação de cloridrato 

de quetamina (35 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg), por via intraperitoneal. Depois de 

anestesiados, foram submetidos à tricotomia abdominal, seguida de antissepsia com 

iodopovidine e aposição de campos operatórios. 

O baço foi abordado através de incisão abdominal na linha média 

supraumbilical, com cerca de 3 cm de extensão. Após a sua retirada, ele foi pesado e 

seccionado transversalmente, em cinco fragmentos, cada um com cerca de 2 mm de 

espessura. Os fragmentos esplênicos, correspondentes à massa total do órgão, foram 

implantados no omento maior, com sutura contínua, utilizando fio de ácido poliglicólico 

4-0 (Dexon
®
). Os pontos foram dados alternadamente, no omento e no tecido esplênico, 

para que houvesse interposição de tecido omental entre os fragmentos esplênicos. A 

laparorrafia foi realizada com sutura contínua, em dois planos (peritonioaponeurótico e 

pele), com fio de ácido poliglicólico 3-0 (Dexon
®
). Semanalmente, os animais dos 

grupos correspondentes foram anestesiados com cloridrato de quetamina (35 mg/kg) e 

xilazina (5 mg/kg), por via intraperitoneal, sendo submetidos a coleta de amostra 



sanguínea para realização de esfregaço, visando à pesquisa da presença de corpúsculos 

Howell-Jolly. Após a coleta sanguínea, os animais foram mortos, por sobredose 

anestésica com pentobarbital por via intraperitoneal, e submetidos à laparotomia 

exploradora para retirada dos autoimplantes esplênicos regenerados, para posterior 

análise sob microscopia de luz e imunohistoquímica. 

 

 

 

2.1 Contagem dos Corpúsculos de Howell-Jolly 

 

Em cada uma das lâminas coradas, foi realizada a contagem dos corpúsculos de 

Howell-Jolly em dez campos microscópicos, cada um com 100 hemácias, perfazendo 

1.000 hemácias para cada lâmina. Dessa forma, o número total de corpúsculos 

observados em todos os campos microscópicos nos fornecerá um percentual de presença 

desses corpúsculos (p.ex. se foi observada a presença de apenas um corpúsculo em 

1.000 hemácias analisadas, isso equivale a 0,1%). 

 

2.2 Microscopia de luz 

 

Os fragmentos do baço foram fixados em solução de formaldeído a 4% em tampão 

fosfato a 0,1M, pH de 7,2, por 48 horas em temperatura ambiente e processadas e 

incluídas em Paraplast Plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) de acordo com a rotina 

histológica para microscopia de luz, sendo posteriormente seccionados com 5 µm de 

espessura (micrótomo American Optical, Spencer
®
). As secções foram coradas pelos 

seguintes métodos: hematoxilina e eosina (HE), para observação geral do tecido; e 

resorcina-fucsina de Weigert para observação de fibras do sistema elástico. Após 

processamento e coloração histológica, as lâminas foram observadas ao microscópio 

óptico (microscópio Olympus BX51) e as imagens digitais adquiridas (câmera LC 

Evolution, formato TIFF, colorido de 36-bits, 1280x1024 pixels).  

 

 

 

 

 



2.3 Imunomarcação 

 

A técnica da imunoperoxidase foi empregada com o uso de anticorpos 

específicos para imunomarcação de: PCNA, para observação das células em 

proliferação; caspase-3, para observação de células em apoptose. 

2.4 Morfometria  

 

As análises das imunomarcações para PCNA e caspase-3 foram realizadas com o 

auxílio do programa Image-Pro Plus, versão 5.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, 

EUA) adquiridas (formato TIFF, 36-bit color, 1.280 x 1.024 pixels) com câmera LC 

Evolution acoplada a microscópio Olympus BX51. Cinco imagens digitais aleatórias 

dos cortes não consecutivos do tecido esplênico regenerado por animal foram 

adquiridas. 

A quantificação da densidade de volume de imunomarção (Vv 

[imunomarcação]) foi realizada por análise de imagens. Utilizando ferramentas do 

software Image-Pro Plus, a imunomarcação na imagem digital foi selecionada e 

preenchida por uma cor. Após isto, a imagem foi segmentada (transformação em 

imagem preta e branca pura, onde o branco foi atribuído às regiões imunomarcadas e o 

preto atribuído ao tecido remanescente) e a fração de área relativa de cor "branca" foi 

determinada automaticamente com a ferramenta histograma
49

.  

 

 

2.5 Análise estatística 

 

Os dados são apresentados como média ± EPM. As diferenças entre os grupos 

foram testadas pela análise de variância one-way (ANOVA), com pós-teste de Tukey.As 

análises e gráficos foram realizados com o programa GraphPad Prism versão 5.0 para 

Windows (GraphPad Software, São Diego, Califórnia, EUA).  

Em todos os casos, o valor de p<0,05 foi considerado para a rejeição da hipótese 

nula de similaridade entre os grupos. 

 

 

 

 



3 RESULTADOS 

 

3.1 Massa corporal  

 

A massa corporal dos animais na primeira semana do experimento apresentou 

uma média de peso de 221±3 g. Ao final do experimento, na décima sexta semana, a 

massa corporal dos animais aumentou significativamente (p<0,0001) para 324±49 g, de 

acordo com a evolução da idade (Gráfico 1). 

 

Gráfico1 - Massa corporal. Massa corporal na semana inicial do experimento (barra 

clara), e massa corporal na semana final do experimento (barra escura). Na décima sexta 

semana, a massa corporal dos animais aumentou significativamente (p<0,001). 

 

3.2 Massa esplênica 

 

Na primeira semana após o implante, a massa do tecido esplênico regenerado se 

apresentou significativamente reduzida para 10% do tecido esplênico originalmente 

implantado. Na terceira, quinta, oitava, décima segunda e décima sexta semanas, o 

tecido esplênico regenerado aumentou gradativamente para 13% 15%, 20%, 21% e 

28%, respectivamente, se comparado com a primeira semana após implante do tecido 

esplênico (Gráfico 2). 



 

 

 

Gráfico 2. Evolução do percentual de massa esplênica regenerada em relação à massa 

implantada.  

 

3.3 Microscopia de luz 

 

3.3.1 Hematoxilina e eosina (HE)  

 

Na 1ª semana, foi encontrado um agregado linfocitário de aspecto folicular 

(Figura 3A). Na 3ª semana, notaram-se concentrações focais de linfócitos, constituindo 

o início da formação de folículos linfóides, entre os quais se constitui a polpa vermelha, 

com hemácias e sinusóides (Figura 3B). Na 5ª semana (Figura 3C), observou-se 

presença de folículos linfóides, sem arteríola central e sinusóides esplênicos repletos de 

hemácias. Na 8ª semana (Figura 3D), os folículos se apresentaram mais desenvolvidos, 

ou seja, com presença de arteríola central e a polpa vermelha também com sinusóides 

repletos de hemácias. Na 12ª semana (Figura - 3E), observou-se aumento no número de 

folículos linfóides, porém o tamanho dos folículos é menor, em comparação as semanas 

anteriores. Na 16ª semana (Figura 3F), os folículos se apresentam ainda em maior 

número e mais bem desenvolvidos, como um neobaço formado, com características 

histológicas mantidas. 



 

 

Figura 3 - Fotomicrografias de autoimplantes esplênicos de ratos.  

A – 1.ª semana, agregado linfocitário de aspecto folicular, (seta); B – 3.ª semana, 

infiltrado linfocitário,(seta); C – 5.ª semana, folículo linfóide sem arteríola central, 

(seta); D – 8.ª semana, folículo linfóide com arteríola central, (seta); E – 12.ª semana, 

número maior de folículos linfóides, porém menores, (seta) e F – 16ª semana, polpa 

vermelha e polpa branca (seta a e seta b, respectivamente). Coloração: hematoxilina-

eosina. Barra: 50 µm. 

 

3.3.2 Resorcina fucsina de Weigert  

 

Na 1ª semana, identificou-se a presença de cápsula e trabéculas ricas em fibras 

do sistema elástico, projetadas para a região central do órgão (Figura 4A). Já na 3ª 

semana, observou-se elastogênese do parênquima no tecido autoimplantado de forma 

difusa (Figura 4B). Na 5
a 
semana, essas fibras do sistema elástico estão presentes na 

cápsula e trabéculas, que se encontram menos desenvolvidas (Figura 4C). Na 8
a
 semana, 

as fibras se apresentam distribuídas em todo o parênquima (Figura 4D). Na 12ª semana, 

a região capsular apresenta maior quantidade de fibras do sistema elástico (Figura 4E). 

Na 16ª semana, existe tecido de sustentação fibroelástico em todo o parênquima do 

novo tecido esplênico. 



 

 

Figura 4 - Fotomicrografias de autoimplantes esplênicos de ratos. 

 As setas indicam os feixes de fibras do sistema elástico-microfibrilar. A – 1.ª semana; 

B – 3.ª semana; C – 5.ª semana; D – 8.ª semana; E – 12.ª semana e F – 16.ª semana. 

Coloração: resorcina-fucsina de Weigert. Barra: 50 µm. 

 

3.4 Imunomarcação 

 

3.4.1 Anti-PCNA  

 

Imunorreações positivas para PCNA foram encontradas nos tecidos 

autoimplantados dos animais em todas as semanas do experimento, com exceção da 

primeira semana após o autoimplante. No que concerne à imunomarcação do 

autoimplante esplênico, evidenciou-se uma expressão gradativa das células a partir da 

2.ª semana, sendo que nas 9.ª e 10.ª semanas, observou-se aumento significativo na 

imunodensidade para PCNA (67% e 68% respectivamente, p<0,0001) quando 

comparado às demais (Gráfico 5 e Figura 6). 



 

Gráfico 5. Variação na imunomarcação para PCNA no tecido esplênico regenerado nas 

16 semanas do experimento. 

Legenda: [a] ≠ 1.ª, 2.ª e 3.ª semanas; [b] ≠ 4.ª semana, 5.ª semana, 6.ª semana; [c] ≠ 11.ª 

semana, 12.ª semana, 13.ª semana,14.ª semana,15.ª semana,16.ª semana (p<0,05).  

 

 



Figura 6 - Fotomicrografias de autoimplante esplênicos regenerados em ratos. 

1.ª semana (A), 2.ª semana (B), 3.ª semana (C), 4.ª semana (D), 5.ª semana (E), 6.ª 

semana (F), 7.ª semana (G), 8.ª semana (H), 9.ª semana (I), 10.ª semana (J), 11.ª semana 

(K), 12.ª semana (L), 13.ª semana (M), 14.ª semana (N), 15.ª semana (O), e 16.ª semana 

(P). Imunomarcação para PCNA. Barra: 50µm. 

 

3.4.2 Caspase-3 

 

No que tange à marcação para caspase-3, na primeira semana observou-se o um 

número significativamente maior de células marcadas se comparado com qualquer uma 

das outras semanas estudas (p<0,01). Já na segunda semana, houve um decréscimo 

significativo da imunomarcação para 27%; na terceira semana, este número diminuiu 

para 42%, e, da quarta semana em diante, a imunomarcação reduziu-se 

progressivamente, atingindo 93% e 94% na nona e décima semanas, respectivamente, 

quando comparadas a primeira semana (Gráfico 7 e Figura 8).  

 

 

 

Gráfico 7. Variação na imunomarcação para Caspase-3 no tecido esplênico regenerado 

nas 16 semanas do experimento.  



Legenda:     ≠ todas as semanas; [a] ≠ 2.ª semana; [b] ≠ 3.ª semana; [c] ≠ 4.ª semana; [d] 

≠ 5.ª semana; [e] ≠ 6.ª semana (p<0,05). 

 

 

 

 

Figura 8 - Fotomicrografias de autoimplante esplênicos regenerados em ratos. 

1.ª semana (A), 2.ª semana (B), 3.ª semana (C), 4.ª semana (D), 5.ª semana (E), 6.ª 

semana (F), 7.ª semana (G), 8.ª semana (H), 9.ª semana (I), 10.ª semana (J), 11.ª semana 

(K), 12.ª semana (L), 13.ª semana (M), 14.ª semana (N), 15.ª semana (O) e 16.ª semana 

(P). Imunomarcação para Caspase-3. Barra: 50µm. 

 

 

3.5 Regeneração funcional 

 

              No sangue periférico dos animais esplenectomizados, foi verificada a presença 

de cerca de 3% de corpúsculos de Howell-Jolly até a quinta semana, a partir do que 

houve um decréscimo para 2%. Na oitava semana, havia 1% de corpúsculos, situação 



mantida até a décima segunda semana. No entanto, somente na décima sexta semana, 

não foi mais identificada a presença desses corpúsculos (Figura 9).  

 

 

Gráfico 9. Avaliação dos corpúsculos de Howell Jolly em esfregaço sanguíneo 

periférico dos animais esplenectomizados com autoimplante esplênico. 

 

 

4 DISCUSSÃO  

 

Considerando que o baço é um importante órgão de defesa do organismo, muitos 

estudos clínicos e experimentais vêm sendo realizados visando à sua preservação. 

Dentre outros, são preconizados o uso de substâncias hemostáticas e de tamponamentos, 

esplenectomias parciais e subtotais e suturas
50,51

. Quando nenhuma dessas formas de 

preservação é possível e a esplenectomia total é inevitável, a única alternativa parece ser 

a realização do autoimplante esplênico
51-53

. 

Estudos têm demonstrado que, em local adequado, após um período de necrose, 

o implante esplênico autógeno é capaz de regenerar-se, readquirindo características 



microscópicas de um baço normal, contendo polpa branca e vermelha, e possibilitando a 

recuperação de algumas da suas funções
16,20,52

. 

Apesar do intervalo de tempo para regeneração do autoimplante esplênico ser 

objetivo de pesquisa de muitos autores, ainda não existe consenso em relação a esse 

parâmetro, com relatos de diversos autores variando entre cinco e dezesseis 

semanas
8,27,53

.  

Observou-se regeneração morfológica do autoimplante a partir da oitava 

semana, com polpa vermelha e polpa branca constituída por centro germinativo e 

arteríola central, ratificando os achados de Van Wyck et al. (1980)
24

. Em contraposição, 

Tavassoli et al. (1973)
16

 e Iinuma et al. (1992)
17

 mostraram regeneração morfológica 

completa após cinco e 16 semanas da realização do autoimplante.  

Na 1.ª semana do experimento, havia um agregado linfocitário de aspecto 

folicular, com intensa marcação pela caspase-3, mostrando células em processo de 

apoptose
44,45

. Como não houve marcação para PCNA, um marcador de proliferação 

celular
43

, também não se observou sinais de elastogênese, apenas poucas fibras na 

cápsula e nas trabéculas, o que nos leva acreditar que tanto os linfócitos presentes como 

as fibras podem se constituir em resquício do autoimplante, demonstrando, de fato, que 

ainda não se iniciou o remodelamento do tecido esplênico autoimplantado. 

Na 3.ª semana, as concentrações focais de linfócitos exibem ainda uma 

significativa marcação pela caspase-3, indicando apoptose de suas células, com pequena 

imunomarcação de PCNA e, portanto, um remodelamento esplênico ainda discreto, 

tanto da polpa branca quanto da polpa vermelha, o que é reforçado pela pouca coloração 

de tecido fibroso elástico-microfibrilar.  

Na 5.ª semana, observou-se presença de folículos linfóides individualizados, sem 

arteríola central e diferenciados da polpa vermelha circunjacente, que já se apresentava 

repleta de hemácias nos sinusóides esplênicos. Com a imunomarcação para caspase-3, 

demonstrou-se que houve diminuição significativa de células em apoptose quando 

comparado às primeiras quatro semanas, reduzindo o processo de degeneração 

apoptótica enquanto aumentava significativamente a imunomarcação para evidenciação 

de PCNA. Estes resultados mostram que o remodelamento esplênico em nível celular, 

tanto linfocitário quanto dos componentes da polpa vermelha, se encontra em franco 

progresso, condizente com o aumento de massa tecidual do parênquima autoimplantado. 

Nesse mesmo período, observa-se também o aumento da elastogênese. 



  Na 8.ª semana, chama atenção no desenvolvimento do parênquima o aumento da 

imunomarcação para PCNA nos folículos, significativamente diferente do observado 

em semanas anteriores, e, ainda, a diferenciação da arteríola folicular, assumindo o 

folículo, então, nesta semana, as características da polpa branca esplênica estão 

completas. Da mesma maneira e reforçando o remodelamento benéfico do baço, ocorre 

diminuição significativa da imunomarcação para caspase-3. A polpa vermelha também 

exibe diferenciação, com sinusóides repletos de hemácias, e a elastogênese continua a se 

manifestar, com o crescimento das trabéculas. 

   Na 12.ª semana, observou-se aumento aparente no número de folículos linfóides. 

Contudo, o tamanho dos folículos parece diminuído em comparação às semanas 

anteriores. Essa redução aparente da polpa branca também vem sendo observada por 

muitos autores
18,52,55

. A imunomarcação para PCNA sofre grande e significativa 

diminuição em relação às 9.ª e 10.ª semanas, que se caracterizam como aquelas em que 

ocorre um pico na proliferação celular do parênquima do neobaço. A imunomarcação 

para caspase-3 praticamente desaparece, assim se mantendo até o final do período de 

observação. O processo de elastogênese também se estabiliza, não se observando 

aumento das trabéculas. Estas características imuno-histoquímicas levam à observação 

de que se mantêm as modificações relacionadas com o remodelamento morfológico do 

neobaço.   

Na 16.ª semana, não se observa a imunomarcação para PCNA e os folículos se 

apresentam com características semelhantes ao baço normal, com características 

histológicas mantidas, praticamente sem alterações em relação àquelas observadas 

desde a 12.ª semana.  

Neste trabalho, optou-se pela realização do autoimplante no omento maior, 

levando em consideração diversos estudos na literatura que mostram ser este local o 

mais adequado para o processo de regeneração
23,27,28

, pois permite melhores resultados, 

possivelmente devido à drenagem venosa para a veia porta, que parece se constituir em 

fator determinante para a recuperação da função esplênica
13,16,18,20

. 

Marques et al. (2003 e 2004), com o implante de segmentos esplênicos de cerca 

de 2 mm no omento maior, em ratos, observaram, após 16 semanas, a regeneração de 

um tecido com a arquitetura macro e microscópica de um baço normal, de dimensão 

menor, e que preservou a função fagocitária contra bactérias
27,28

. Em concordância, 

Malagó et al. (2008) avaliaram macro e microscopicamente a evolução tardia do 

autoimplante esplênico de fragmentos de baço no omento maior, mesentério e cavidade 



peritoneal, após 24 semanas de observação, concluíram que o omento maior é o melhor 

local para a fixação do autoimplante esplênico, preservando a função do baço na defesa 

do organismo. Esses autores analisaram macro e microscopicamente a evolução do 

implante, sendo que no estudo histológico foram adotados critérios qualitativos e 

quantitativos; já para avaliação funcional, foi realizada a contagem de linfócitos e de 

macrófagos ativos fagocitando hemossiderina, plasmócitos, fibroblastos, fibrócitos, 

células gigantes, monócitos, espaços intersticiais e fibras de colágenos
56

.  

Utilizou-se implante da massa esplênica no omento maior, dividida em cinco 

segmentos de cerca de 2 mm. Torres et al. (1994) observaram que a utilização de 

fragmentos pequenos, com espessura entre 3 e 5 mm, como os que utilizamos, permitem 

manter maior contato com os vasos omentais e preservam a estrutura sinusoidal do baço 

em ratos
57

.  Corroborando esse achado, Pabst (1999) verificou que quanto mais finos e 

pequenos os fragmentos empregados, menor a necrose subsequente, por encurtar a 

distância para a difusão do oxigênio e para nutrientes, levando a uma regeneração mais 

precoce
58

. Além disso, com fragmentos mais espessos, a necrose é mais intensa e a área 

central do tecido fica totalmente comprometida antes que o processo regenerativo possa 

alcançá-la, demonstrando ser a espessura do fragmento de tecido esplênico empregado 

para o autoimplante um fator de grande relevância na preservação da viabilidade 

tecidual
17

. 

Malagó et al. (2008), utilizando segmentos esplênicos de 15 mm no omento 

maior, observaram que os fragmentos autoimplantados adquiriram características 

similares às de um baço normal após 24 semanas, com aumento no número de 

macrófagos e melhora na fagocitose de hemossiderina e de plasmócitos, levando à 

conclusão de recuperação funcional na defesa do organismo
56

. 

A massa esplênica autoimplantada mínima deve ser de, ao menos, 25%
 8-10

, não 

parecendo existir qualquer relação com a quantidade de fragmentos implantados
53

. 

Apesar disto, neste estudo optou-se por implantar toda a massa do baço, como vem 

sendo utilizado, desde 2001, em uma linha de pesquisa em desenvolvimento no 

Laboratório de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro.  

Fundamentados na observação de que a massa regenerada depende da massa 

mínima implantada
22,33

, observou-se regeneração de 28% da massa esplênica 

autoimplantada na décima sexta semana. Esses resultados são semelhantes aos 

encontrados por Marques et al. (2004) que, também ao implantarem a totalidade da 



massa do baço, no mesmo local e após o mesmo período, observaram diferença na 

massa esplênica regenerada em animais jovens e adultos, de 33% e 25%, 

respectivamente; esses autores também constataram que, no tocante ao sexo dos 

animais, fêmeas apresentaram maior percentual de massa regenerada (46%) que machos 

(23%)
28

.  Entretanto, esses resultados diferem dos obtidos por Iinuma et al. (1992) que, 

após utilizarem 50% da massa do baço autoimplantada no omento maior, verificaram o 

percentual de massa esplênica regenerada, com duas, dezesseis, vinte e quarenta e oito 

semanas, encontrando 35%, 67%, 75% e 80%, respectivamente
17

. 

A função de depurar inclusões corpusculares tem sido demonstrada por meio da 

pesquisa de presença de corpúsculos de Howell-Jolly no interior das hemácias
15,18,19

.
 

Neste estudo, foram obtidos dados relevantes relacionados à regeneração funcional do 

autoimplante esplênico com a verificação da presença desses corpúsculos no sangue 

periférico dos animais esplenectomizados. 

Existe grande diversidade de resultados em alguns estudos que avaliaram a 

presença desses corpúsculos na corrente sanguínea, após a realização de autoimplante 

esplênico, sendo relatado o desaparecimento desses corpúsculos a partir de quatro 

semanas
20

 até três e seis meses
59

. Iinuma et al. (1992), também trabalhando com ratos 

submetidos a esplenectomia total combinada com autoimplante esplênico, realizaram 

acompanhamento desses animais durante 48 semanas e observaram que os corpúsculos 

desapareceram a partir de 16 semanas do implante, concluindo que a regeneração 

funcional se dê a esse tempo
17

.  

A observação do aumento da atividade funcional do tecido autoimplantado, 

demonstrado pela redução na contagem de corpúsculos de Howell-Jolly a partir da 8.ª 

semana, mantendo-se até a 12.ª semana, coincide com o pico de expressão de PCNA nas 

9.ª e 10.ª semanas. É possível que o aumento do número de células no parênquima se 

traduza em maior capacidade funcional de depuração do órgão, o que também se 

relaciona com o restabelecimento das características morfológicas do tecido 

autoimplantado encontradas a partir da 8.ª semana de observação. 

 A literatura médica carece de informações acerca de uma descrição 

pormenorizada dos eventos celulares e da matriz extracelular relativas ao processo de 

regeneração esplênica após a realização do autoimplante esplênico, apesar de inúmeros 

autores tratarem desse tema em suas linhas de pesquisa 
50,51

. Desta forma, entendemos 

que os dados aqui apresentados se constituem em relevante contribuição para o 



conhecimento dos processos celulares e teciduais do remodelamento do autoimplante do 

baço. 

Ainda que este trabalho leve a avanços no entendimento do processo de 

regeneração do autoimplante esplênico, estudos adicionais são necessários para melhor 

entendimento desse processo, com a utilização de outras técnicas histoquímicas e 

imuno-histoquímicas, e com o emprego de diferentes espécies animais e em diversas 

faixas etárias. 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 

O autoimplante esplênico no omento maior de ratos, a partir de oito semanas, 

adquire características morfológicas de um baço normal, mesmo momento em que 

parece iniciar-se a sua regeneração funcional.  
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ANEXO - Técnicas laboratoriais 

 

Processamento para Microscopia de Luz 

 

Inclusão em parafina: 

1. Lavar o material em H2O corrente (1h) 

2. Lavar em álcool 70% (1h) 

3. Lavar em álcool 90% (1h) 

4. Lavar em álcool 100% (1h) 

5. Lavar em álcool 100% (1h) 

6. Banho de xilol 1 (30 min) 

7. Banho de xilol 2 (30 min) 

8. Banho de parafina 1 (40 min) 

9. Banho de parafina 2 (40 min) 

10. Inclusão definitiva  

11. Microtomia (5µm) 

 

Coloração: Hematoxilina Eosina 

Procedimento: 

1. Estufa 58°c (5min) 

2. Desparafinar e hidratar os cortes 

a. Xilol 1, xilol 2, álcool 100%, álcool 90%, álcool 70%, H2O dest. (2min 

cada) 

3. Hematoxilina (5min) 

4. Lavar em H2O corrente 

5. Eosina (3min) 

6. Lavar em H2O corrente 

7. Desidratar e diafanizar os cortes 

a. Álcool 70%, álcool 90%, álcool 100%, Xilol 4, xilol 5, xilol 6 

8. Montar a lâmina 

 

 

 

 



 

 

 

Coloração: Resorcina Fucsina de Weighert sem Oxidação 

 

Procedimento: 

1. Estufa 58°c (5min) 

2. Desparafinar e hidratar os cortes 

a. Xilol 1, xilol 2, álcool 100%, álcool 90%, álcool 70%, H2O dest. (2min 

cada) 

3. Corar com Resorsina Fucsina (1h) 

4. Lavar com álcool 90% (30seg) 

5. Lavar com álcool 70% (30seg) 

6. Lavar com H2O destilada (30seg) 

7. Corar com Orange G (30seg) 

8. Desidratar e diafanizar os cortes 

a. Álcool 70%, álcool 90%, álcool 100%, Xilol 4, xilol 5, xilol 6 

9. Montar a lâmina 

Resultados: 

Fibras elásticas e fibras elauninicas  preto 

Fibras colágenas e epitélio  laranja 

 

Imunomarcação para PCNA 

 

Procedimento: 

1. Estufa 58°c (5min) 

2. Desparafinar e hidratar os cortes 

a. Xilol 1, xilol 2, xilol 3, álcool 100%, álcool 90%, álcool 70%, H2O dest. 

(2min cada) 

3. Câmara úmida 

4. Peróxido de hidrogênio (15min) 

5. Rinsar com H2O (pissete) 

6. PBS (3x 5min) 

7. Tampão citrato pH6,0 – 60ºC (20min) (recuperação antigênica) 



8. PBS (3x 5min) 

9. PBS/BSA 3% (20min) 

10. Anticorpo primáro (overnight); diluído em PBS/BSA 1% 

11. PBS (3x 5min) 

12. Anticorpo secundário biotinilado (kit LSAB2 ou invitrogen – 1h) 

13. PBS (3x 5min) 

14. Estreptavidina (do kit – 30min) 

15. Escorrer 

16. DAB (15seg à 1min) 

17. H2O dest. (2min) 

18. Hematoxilina (1min) 

19. H2O dest. (2min) 

20. Desidratar e diafanizar os cortes 

a. Álcool 70%, álcool 90%, álcool 100%, Xilol 4, xilol 5, xilol 6 

21. Montar a lâmina 

 

Imunomarcação para Caspase-3 

 

Procedimento: 

1. Estufa 58°c (5min) 

2. Desparafinar e hidratar os cortes 

a. Xilol 1, xilol 2, xilol 3, álcool 100%, álcool 90%, álcool 70%, H2O dest. 

(2min cada) 

3. Câmara úmida 

4. Peróxido de hidrogênio (15min) 

5. Rinsar com H2O (pissete) 

6. PBS (3x 5min) 

7. Tampão citrato pH6,0 - 60ºC (20min) (recuperação antigênica) 

8. PBS (3x 5min) 

9. PBS/BSA 3% (20min) 

10. Anticorpo primáro (overnight); diluído em PBS/BSA 1% 

11. PBS (3x 5min) 

12. Anticorpo secundário biotinilado (kit LSAB2 ou invitrogen – 1h) 

13. PBS (3x 5min) 



14. Estreptavidina (do kit – 30min) 

15. Escorrer 

16. DAB (15seg à 1min) 

17. H2O dest. (2min) 

18. Hematoxilina (1min) 

19. H2O dest. (2min) 

20. Desidratar e diafanizar os cortes 

a. Álcool 70%, álcool 90%, álcool 100%, Xilol 4, xilol 5, xilol 6 

21. Montar a lâmina 

 

.. 


