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RESUMO

CAMPOS, Ana Carolina de Souza. Analise morfoldgica do omento de cadelas e gatas
submetidas a ovariohisterectomia eletiva. 2023. 106p. Tese (Doutorado em Medicina
Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Programa de Pds-Graduacdo em Medicina Veterinaria -
Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2023.

O omento é um tecido presente em todos os mamiferos e ha claras evidéncias de suas
propriedades no tratamento de animais como o estimulo a neovascularizacédo, reconstituicao de
tecidos, drenagem linfatica, preenchimento de defeitos e incremento a cicatrizacdo, inclusive
em sitios com infeccdo. Sua aplicacdo se da em lesdes peritoneais e extra peritoneais com uso
amplo na cirurgia, porém ha informagdes escassas quanto as suas caracteristicas histoldgicas,
imunohistoquimicas e ultraestruturais, ndo sendo encontrados na Medicina Veterinaria estudos
que comparem as caracteristicas do omento entre as espécies domésticas. O objetivo deste
estudo é avaliar os componentes do omento nos animais para compreender a real funcéo desse
tecido em especial, a existéncia de possiveis aglomerados de células imunes, os conhecidos
“milky spots” (MS) relatados no ser humano, bem como para determinar a composicéo e
atividade dessa populacdo imune. Para isso, foram coletadas amostras de fragmento de omento
com 2x2cm de 15 gatas e 13 cadelas durante a cirurgia de ovariohisterectomia eletiva. Parte
desse material foi fixado em formol tamponado (10%) para realizagdo da técnica de histologia
e imunohistoquimica a fim de detectar células imunes (linfocitos B, T, macrofagos e células
dendriticas). Outra parte foi fixada em solugdo de karnovizk para anélise ultraestrutural por
meio de microscopia eletrbnica de varredura e transmissdo. Nas avaliacdes por histologia e
imunohistoquimica ndo foram encontradas os MS como sdo descritos no homem, somente
agregados de células de defesa, principalmente na regido translicida e junto aos vasos
sanguineos, havendo diferenca estatistica significativa na comparacdo da presenca de células
de defesa entre as duas regifes omentais (p = 0,034). A populacdo imune era composta
principalmente por macrofagos, seguidos de linfécitos B e T nas cadelas; nas gatas havia menor
namero de células de defesa, e foram detectados somente macrdfagos na area translicida e de
transicdo entre as regides do omento conforme analise estatistica descritiva. Pela microscopia
eletrbnica notou-se a presenca de poros e estdbmatos linfaticos na superficie do omento nas duas
espécies que podem ter papel importante na passagem de fluidos e substancias através do
omento. Concluiu-se que apesar das pequenas diferencas na estrutura e composi¢do do omento
de cadelas e gatas em relacdo a espécie humana, os achados deste estudo demonstram o papel
deste tecido nos mecanismos de defesa contra afec¢des intrabdominais e a validade de seu uso
no reparo de lesdes extraperitoneais nas espécies avaliadas.

Palavras-chave: Epiplon, Milky Spots, Reparo Tecidual



ABSTRACT

CAMPOQOS, Ana Carolina de Souza. Morphological analysis of the omentum of bitches and
cats undergoing elective ovariohysterectomy. 2023. 106p. Thesis (Doctorate degree in
Veterinary Medicine). Instituto de Veterinaria, Programa de P6s-Graduagdo em Medicina
Veterinaria - Patologia e Ciéncias Clinicas, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2023.

The omentum is a tissue present in all mammals and there is clear evidence of its properties in
the treatment of animals, such as stimulating neovascularization, tissue reconstitution,
lymphatic drainage, filling defects, and increasing healing, including in infected sites. Its
application occurs in peritoneal and extraperitoneal lesions with wide use in surgery; however,
there is scarce information regarding its histological, immunohistochemical, and ultrastructural
characteristics, with no studies being found in VVeterinary Medicine that compare the omentum
characteristics between domestic species. The objective of this study is to evaluate the
components of the omentum in animals to understand the real function of this tissue; in
particular, the existence of possible clusters of immune cells, the known and reported “milky
spots” (MSs) in humans, as well as to determine the composition and activity of this immune
population. For this, omentum fragment samples measuring 2 x 2 cm were collected from 15
cats and 13 dogs during elective ovariohysterectomy surgery. Part of this material was fixed in
buffered formalin (10%) to perform the histology and immunohistochemistry technique to
detect immune cells (B and T lymphocytes, macrophages, and dendritic cells), executed at the
Immunohistochemistry Laboratory of the Pathological Anatomy Sector of the Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Another part was fixed in Karnovizk solution for ultrastructural
analysis using scanning and transmission electron microscopy, executed at the Souto-Padrén
and Lins Multi-User Microscopy Unit Laboratory of Microbiology at the Universidade Federal
do Rio de Janeiro. In evaluations by histology and immunohistochemistry, MSs, as described
in humans, were not found, only aggregates of defense cells, mainly in the translucent region
and next to the blood vessels, with a significant statistical difference when comparing the
presence of defense cells between the two omental regions (p = 0.034). The immune population
was mainly composed of macrophages, followed by B and T lymphocytes in bitches; in cats,
there were fewer defense cells, and only macrophages were detected in the translucent and
transition areas between the regions of the omentum according to descriptive statistical analysis.
Using electron microscopy, the presence of pores and lymphatic stomata on the surface of the
omentum was noted in both species, which may play an important role in the passage of fluids
and substances through the omentum. It was concluded that despite the small differences in the
structure and composition of the omentum of dogs and cats to the human species, the findings
of this study demonstrate the role of this tissue in defense mechanisms against intrabdominal
disorders and the validity of its use in the repair of extraperitoneal injuries in the species
evaluated.

Keywords: Epiploic appendix, omentum, milky spots, tissue repair
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Presenca de inimeros capilares (asterisco). ODj. 20X.......couirerriereneniniese e 46

Figura 29. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata com area transltcida com
vasos sanguineos submesoteliais e maior numero de fibras colagenas e tecido conjuntivo. Obj.
40. Note um vaso sanguineo (asterisco) e cinco neutrofilos em seu interior (cabeca de seta).....47

Figura 30. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area rica em
tecido adiposo (H&E). Observe a monocamada de células mesoteliais que recobre a superficie
com evidéncia do ndcleo basofilico (seta). Note os adipdcitos (Ad) com seus nucleos periféricos
(cabeca de seta) e volumoso citoplasma claro. Obj. 20...........cccceveiiiiieiieiece e 48

Figura 31. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area rica em
tecido adiposo. Obj. 40 (H&E). Note a camada mesotelial (setas) e submesotelial com fibras
colagenas e fibroblastos e raras células inflamatorias (cabeca de Seta)..........ccoocevvveeierennne. 48

Figura 32. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area rica em
tecido adiposo e infiltrado inflamatdrio misto (cabeca de seta) em area de transicdo para area
translucida. Note os septos que dividem a area adiposa (setas). Obj. 10 (H&E)............ccceuenee. 49

Figura 33. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando margem de
uma éarea rica em tecido adiposo com infiltrado inflamat6rio misto (cabeca de seta), fibras
colagenas, fibroblastos, tecido conjuntivo entremeados aos vasos sanguineos. Obj. 40

Figura 34. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translucida com linfécitos B em destaque pelo marcador CD79 com coloragdo amarronzada
(cabeca de seta preta A e amarela B). ODJ. 40........cooiiiiiiiiiiiece e 52

Figura 35. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
transltcida com linfocitos B em destaque pelo marcador CD79 com coloracdo amarronzada
(Cabega de SEta). ODJ. 40........ciiiiiieiiiiiii e bbbt 53

Figura 36. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translucida com linfécitos T em destaque pelo marcador CD3 com coloracdo amarronzada
(cabeca de Seta). ODJ. 40........ooiieiee et 53

Figura 37. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabega de seta). ODJ. 40.........cccveiiieeiiiiie e 54



Figura 38. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta). ODj. 40.........cccoeviiiieeiiiiie i 54

Figura 39. A e B. Fotomicrografias de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando
area translicida com macréfagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloragdo amarronzada (cabeca de seta preta em A e amarela em B). ODbj. 40.........cccceevveenen. 55

Figura 40. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta). ODj. 40.........cccoeviiiiieiiiie i 56

Figura 41. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
adiposa com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com coloragédo
amarronzada (cabeca de seta) na camada submesotelial. Obj. 40.........cccccovveiiviiiiienienieiieine 57

Figura 42. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
transltcida sem células em destaque pelo marcador CD3. Obj. 40.........ccccevveveieveinsesieenannas 58

Figura 43. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta). ODj. 40.........ccceoiiiieii e 59

Figura 44. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. Note
as duas areas distintas: area translicida (tr) e area rica em tecido adiposo (ad). Magnificacao

Figura 45. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. A.
Note a transi¢cdo da area adiposa para a translucida. Magnificacdo 183x. B. Note a intersec¢do
entre as regides omentais. MagnifiCagao 299X. ........cccvcvieiiiieii e 61

Figura 46. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. Note
que as fenestras da area translicida (tr) possuem menor diametro proximas a area adiposa (ad)
e aumentam seu didametro a medida que se distanciam dos adipécitos. Magnificacdo

Figura 47. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area transldcida. A. Note o arranjo das fenestracdes e o nlcleo da
célula mesotelial (seta). B. Em evidéncia o nucleo de uma célula mesotelial. C. Observe que a
superficie das trabéculas € irregular, com minGsculas projecGes. Magnificacao

Figura 48. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da &rea translcida. A. Note dois poros no arranjo das fenestragdes.
Magnificacdo de 368x. B. Em evidéncia dois poros (setas amarelas). Magnificacdo de

Figura 49. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area translucida. Note uma projecéo entre uma das trabéculas (cabeca
de seta) e o0s poros (seta) entre as fenestracbes. Magnificacdo de

Figura 50. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note o arranjo das células mesoteliais
semelhante a paralelepipedos. Magnificacdo de 130x. B. Em maior magnificacdo (345x)
percebemos que a superficie é irregular e apresenta minusculas projecdes (seta) em vista lateral
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Figura 51. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da interseccdo da area rica em tecido adiposo com a translicida. A. Note
a origem de um dos lados de uma trabécula, com a superficie regular. Magnificacdo de 1,28Kx.
B. Regido anterior ap0s a interacdo dos feixes de elétrons do microscopio eletrénico.
Magnificacdo 513x. Note a area recém visualizada mais regular (seta), sem os cristais
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Figura 52. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da &rea rica em tecido adiposo. Note em A uma projecao arredondada do
omento integra (magnificacdo 712x) e em B apds sua ruptura/abertura (magnificacdo 680x),
assim como em C. MagnifiCAGA0 A8 777 X.....cveueieriiiieiieiieeee ettt 69

Figura 52. Continuacdo. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de
cadela evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note uma projecdo arredondada
do omento em C (magnificacdo de 777x) e em D ap0s sua ruptura/abertura. Magnificacédo

Figura 53. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note em A um orificio localizado na
superficie omental (magnificacdo 578x) e em B dois orificios préximos. Magnificacdo de

Figura 54. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da éarea rica em tecido adiposo. Note um orificio localizado na superficie
omental e uma estrutura que se projeta através dele. Magnificagdo 524X...........ccccovevvveiveivennns 73

Figura 55. Microscopia eletronica de varredura de amostras omentais de gatas. A. Note as duas
areas distintas: area transldcida (tr) e area rica em tecido adiposo (ad). Magnificacdo 189x. B.
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Figura 56. Microscopia eletrdnica de varredura de amostra omental de gata. Note a transicao
entre as duas areas distintas do omento: area transllcida (tr), com algumas fenestras em
evidéncia (f) e a area rica em tecido adiposo (ad). Magnificagdo 700X.........ccccceervrerererernnnns 74

Figura 57. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da area translicida. A. Note que a area translicida se assemelha a uma rede.
Magnificacdo 130x. B. Note area entre as fenestras com tecido continuo. Magnificacdo 197x.

Figura 58. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da area translicida. A. Note a area translicida com finas fenestras. Magnificacdo 503x.
B. Note a superficie irregular das fenestras com o nicleo de algumas células mesoteliais (seta
amarela). Magnificacdo 593x. C. O nucleo de uma célula mesotelial em destaque na seta
amarela. MagnifiCag80 4,55K X .....uuiiiiiiiieiiie et 76

Figura 59. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da &rea adiposa. A. Note duas apresentacdes distintas com e sem a impressao
subjacente das células adiposas. Magnificacdo 139x. B. Note uma area com exposi¢cdo das
células adiposas arredondadas. Magnificagdo 353x. C. Uma célula adiposa se destaca das
demais. MagnifiCaGh0 1. 13K X .....ccuiuieieieieite ittt bbbt ene s 77

Figura 60. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note em A inUumeras projecoes
arredondadas do omento integras (magnificacdo 778x) e em B ap6s aumento da magnificacdo



Figura 61. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da &rea rica em tecido adiposo. Note duas projecGes arredondadas do
omento (seta amarela) ap0s sua ruptura/abertura. Magnificagdo 606X...........cccccevverviiveieenns 79

Figura 62. Microscopia eletrdnica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura na superficie
arredondada que se destaca na area adiposa (seta branca) em magnificacdo de 160x. B. Em
maior magnificacdo (811x). C. Estrutura vista de frente, diametro de 240 um, destacando sua
abertura/ruptura (seta branca). Magnificagao de 1,15KX......cccoviuriiriiniieniiinnie e 80

Figura 63. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura na superficie
arredondada, com didmetro de 152,5 um, que se destaca na area adiposa (seta amarela).
Magnificacdo de 368x. B. Em destaque sua abertura (seta amarela). Magnificacdo de

Figura 64. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura alongada (seta
amarela) na superficie, com comprimento de 121,802 um, que se destaca na area adiposa.
Magnificacdo de 1,12Kx. B. Observe outra estrutura alongada (seta amarela), com
comprimento de 559,5 um na superficie. Magnificagao de 241X.........cccvevveveereresesesesieseaneas 82

Figura 65. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da &rea rica em tecido adiposo. A. Note dois poros na superficie da area
adiposa (seta amarela). Magnificacao de 2,81Kx. B. Em evidéncia outro poro. Magnificacédo de

Figura 66. Microscopia eletrnica de transmissdo de amostra de omento saudavel de cadela
evidenciando area translicida revestida por células mesoteliais e uma camada submesotelial.
A. Note a célula mesotelial alongada (seta) e a camada submesotelial composta por tecido
conjuntivo, fibrilas de colageno e um vaso sanguineo (asterisco) com suas células endoteliais
no entorno (cabeca de seta). B. Note em destaque a célula mesotelial medindo 8,3 um e as
fibrilas de colageno (cabeca de seta DrancCa)...........cccccveieeiieiieie e 84

Figura 67. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra de omento saudavel de cadela
evidenciando area transllcida revestida por células mesoteliais e uma camada submesotelial
com inimeras fibrilas de colageno (cabeca de seta branca). A. Note um fibroblasto medindo 12
pum com seu nucleo alongado na camada submesotelial (cabeca de seta preta) e um vaso
sanguineo (asterisco). B. Observe o citoplasma de um fibroblasto com as cisternas do reticulo
endoplasmatico  rugoso  dilatadas (seta  preta) evidenciando intensa  sintese
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Figura 68. Microscopia eletrénica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando infiltrado inflamatorio em area translicida. Note na camada submesotelial a
presenca de fibroblastos (seta) e plasmdcitos (cabeca de seta), fibrilas de colageno e um vaso
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Figura 69. Microscopia eletrénica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando infiltrado inflamatério misto em area translicida (Tr). A. Note as células
mesoteliais recobrindo a area Tr (seta) e na camada submesotelial a presenca de plasmocitos
(cabeca de seta), fibrilas de colageno e tecido conjuntivo. B. Notamos a presenca de um vaso
sanguineo (asterisco), uma célula endotelial (ev), plasmdcitos (cabeca de seta) perivascular e
um macréfago (mc) intravascular em processo de fagoCItoSe. ........cvvvververerieiiieieeie e 86

Figura 70. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela



evidenciando infiltrado inflamatdrio misto em area translicida. A. Note a presenca de inUmeros
plasmaocitos na camada submesotelial dispersos no tecido conjuntivo e uma célula em apoptose
(ap). B. Com maior magnificacdo note as cisternas do reticulo endoplasmatico granular (REG)
estreitas e paralelas dispersas no citoplasma dos plasmOCIt0S...........cccvvveeerierierenene e 87

Figura 71. Microscopia eletrénica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando &rea rica em tecido adiposo. A. Note o intimo contato entre trés adipocitos. B.
Com maior magnificacdo note os vacuolos na membrana do adipdcito (seta) e a matriz
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Figura 72. Microscopia eletrénica de transmissao de amostra omental saudavel de cadela de
area adiposa. Note um vaso sanguineo (asterisco) em corte transversal entre trés adipocitos além
do vacuolo na membrana (seta) e as fibrilas de colageno no intersticio celular..............c........... 88

Figura 73. Microscopia eletrnica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela em
evidéncia a area adiposa. A. Interseccao entre trés adipocitos revelando o nucleo de uma célula
endotelial (cabeca de seta). B. Em maior magnificacdo observe os vactolos na membrana (seta)
do adipdcito. C. Regido submesotelial da area adiposa repleta de fibrilas de colageno e um
fibroblasto em contato intimo com dois adipdcitos (fb) e os numerosos vacuolos na membrana
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Figura 74. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de gata
evidenciando area rica em tecido adiposo. A. Note o intimo contato entre quatro adipocitos (ad)
e a camada submesotelial com tecido conjuntivo disperso e fibrilas de colagenos (seta) notadas
em B com maior MagnifiCaCaO0. ........c.cceiiieiieie e 90

Figura 75. Microscopia eletronica de transmisséo de area adiposa de amostra omental saudavel
de gata. A. Interseccao entre seis adipdcitos e dois vasos sanguineos (asterisco) entre eles. B.
Nucleo de uma célula endotelial mais eletrodenso (cabeca de seta) e fibrilas de colageno menos
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Figura 76. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de gata em
evidéncia a area adiposa. Em destaque note os vacutolos entre os adipécitos, o ndcleo de um
fibroblasto (cabeca de seta) e as fibrilas de colageno com menor eletrodensidade (setas).......... 91
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1 INTRODUCAO

O omento é um 0Orgédo presente em todos os mamiferos e é utilizado amplamente na
cirurgia geral e reparadora na Medicina Veterinaria. Devido a sua composicao tecidual, rica em
vasos sanguineos, rede linfatica e tecido adiposo, as aplicagdes do omento sdo inumeras, ha
relatos de seu uso em cirurgia desde o século XIX (PLATELL et al., 2000).

Hé& evidéncias de suas propriedades como o estimulo & neovascularizagdo, drenagem
linfatica, tamponamento sanguineo, isolamento de 6Orgdos abdominais, preenchimento de
defeitos e incremento a cicatrizacéo, inclusive em sitios com infec¢éo.

A aplicacdo mais comum do omento é na reparacao de visceras apos cirurgia recobrindo
a sutura (RADLINSKY & FOSSUM, 2019a). E descrito seu uso como adjuvante na drenagem
e tratamento de abscessos ou cistos intrabdominais hepéticos e pancreaticos (CORNELL,
TOBIAS, 2017; RADLINSKY & FOSSUM, 2019b), prostaticos (APPARICIO et al., 2006;
WHITE, 2017; MACPHAIL & FOSSUM, 2019) e uterinos (CAMPBELL, 2004). O omento
também é empregado no reparo de lesbes extraperitoniais em enxertos pediculados, a saber, em
cisto sinovial (STEGEN et al., 2015), fratura de fémur séptica (MENEZES et al., 2020),
abscesso mediastinal (FRANKLIN et al., 2011), defeitos na parede toracica (OLIVEIRA, 2018)
e cutaneos (GRAY, 2005; FALCAO et al., 2016). Descreve-se sua aplicacdo em enxertos livres
com anastomose vascular (NEMETH & MIKO, 2003; PAP-SZEKERES et al., 2003) e sem
anastomose vascular no esdfago (AZARI, et al., 2012) e coracdo (VINEBERG, 1967) e em
fraturas de ossos longos (BIGHAM-SADEGH et al., 2012; BALTZER et al., 2015; REE et al.,
2016; REE et al., 2018).

O estudo aprofundado do omento nas espécies de interesse na clinica-cirdrgica de animais
de companhia é relevante, especialmente na espécie felina, e pode fornecer informacgdes que
justifiguem e venham a otimizar sua aplicacdo na cicatrizagdo e reparo de lesées. Os gatos
apresentam caracteristicas anatbmicas que geram menor perfusdo em sua pele integra, quando
comparados aos caes (BOHLING et al., 2006), o que os expde a maior risco de complicacdes
na cicatrizacdo como a pseudocicatrizacdo e maior ocorréncia de feridas cronicas.

Apesar das diversas aplicacbes do omento na Medicina Veterinaria, sua avaliacdo
microscopica entre as espécies animais ainda ndao é bem explorada e os dados de sua estrutura
morfolégica sdo escassos. Ha relato de sua avaliagdo ultraestrutural em caes saudaveis por
Huyghe e colaboradores (2015), e em ratos por Wilkosz e colaboradores (2005). Foram
encontrados poucos dados sobre analises histolégicas, imunohistoquimicas e ultraestruturais de
omento saudavel em gatos e em qualquer outra espécie animal (WILKOSZ et al., 2005;
OWAKI et al., 2012; HUYGHE et al., 2015).

Em andlises histolégica, por imunohistoquimica e de microscopia eletrénica anterior do
omento em cées, ndo havia agregados de células linfoides (“Milky spots ” ou manchas leitosas)
(HUYGHE et al., 2015), comumente visiveis no omento humano (WANG et al., 2019). Em
contrapartida, elas foram encontradas em ratos (WILKOSZ et al., 2005), mas ndo ha esta analise
em gatos. Os “Milky spots” sdo considerados parte da defesa peritoneal por serem fonte de
neutrdfilos, macrdfagos e linfocitos (HEEL, HALL, 1996; KIRBY, 2007).

Obijetivou-se, a partir da analise morfolégica do omento saudavel em cadelas e gatas,
verificar sua composi¢gdo béasica para melhor compreensdo de seu funcionamento nestas
espécies. Conhecendo-se as vantagens do omento no estimulo ao reparo tecidual, bem como
suas diferentes aplicabilidades terapéuticas, esses dados oferecem subsidios para o estudo das
vias fisiopatoldgicas de suas aplicacdes praticas, terapéuticas e cirargicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia e Anatomia Omental

O omento é um tecido derivado do peritonio, uma fascia transversa composta por serosa
conjuntiva recoberta por células mesoteliais que reveste as cavidades abdominal e pélvica
(BUDRAS et al., 2002; KIRBY, 2007). De forma simplificada, o peritdnio é visto como barreira
protetora e interface sem atrito que recobre as visceras abdominais e suas estruturas de suporte
(KIRBY, 2007; ISAZA-RESTREPO et al., 2018). Recentemente, ele tem sido visto como uma
estrutura mais complexa responsavel por inumeras fungdes. Segundo Isaza-Restrepo e
colaboradores (2018) o periténio embrioldgico se funde formando os mesentérios primitivos e
dédo origem aos ligamentos de sustentacdo, 0 omento e 0 mesentério adulto.

O omento € composto por uma lamina dupla e larga de periténio que se subdivide em
omento maior, também chamado de epiplon, e omento menor (BUDRAS et al., 2002; KIRBY,
2007; KIRBY, 2017). O ligamento mesogastrio dorsal, durante o desenvolvimento animal,
prolonga-se e dobra-se sobre si mesmo, forma uma bolsa omental e gera 0 omento maior
(DYCE, 2010). Tal dobradura delimita parte da cavidade peritoneal, é achatada e as paredes
sdo mantidas em contato intimo, de forma que a cavidade seja potencial e ndo real propriamente
dita (IDEM, 2010).

O omento maior (Figura 1) é a primeira estrutura visualizada ap6s celiotomia mediana
(OWAKI et al.,, 2012) e é composto pelos ligamentos gastrofrénicos, gastrocolicos e
gastroesplénico (KONIG, 2016). Ainda, conforme Konig (2016) sua disposicdo adulta é
determinada pelo crescimento longitudinal do mesentério e pela rotacdo do sistema digestorio
durante o desenvolvimento animal. Assim, no adulto carnivoro ele origina-se da parede
abdominal dorsal e prolonga-se caudalmente. A aparéncia macroscépica do omento é rendada
(em tranc¢a) devido as linhas de gordura que circundam suas artérias (KONIG, 2016).

Conforme a relacdo do omento com a parede e 0s 6rgdos abdominais, suas paredes sdo
classificadas como parietal (também chamada de superficial ou ventral) e visceral (também
denominada profunda ou dorsal) (DYCE, 2010; KONIG, 2016). A parede parietal prolonga-se
desde sua origem até a abertura pélvica cranial, neste momento ela retorna para alcancar a
curvatura maior do estdmago, ja como parede visceral que envolve o baco (KONIG, 2016).

Ele é dividido em trés porcBes conhecidas como bursal, esplénica e de véu. A porcéao
bursal é a maior delas, mais usada na cirurgia veterinaria, se fixa cranioventralmente a maior
parte da curvatura maior do estdmago (KIRBY, 2017). Em cées e gatos estende-se caudalmente
até a bexiga urinaria e cobre os intestinos, fixa-se ao longo da curvatura maior exceto a
esquerda, onde corre obliqguamente pela superficie dorsal do estdmago e junta-se a0 omento
menor para fechar a bolsa omental (KIRBY, 2007; KIRBY, 2017). Ainda, segundo Kirby
(2017) as duas porcdes remanescentes do omento maior s&o menos significativas do que a
porc¢éo bursal, a porcao esplénica do omento maior estende-se até o hilo do baco dando origem
ao ligamento gastroesplénico, no qual os vasos gastroepiploicos percorrem em diregdo ao
estdmago (Figura 2). A menor porgdo, a por¢ao do veu, situa-se entre a curvatura menor do
estbmago e a porta hepatica, tornando-se continua com o mesoduodeno; contém a regido
esquerda do pancreas (KIRBY, 2017). Partes do omento menor ddo origem ao ligamento
hepatoduodenal e ao ligamento hepatogastrico (KIRBY, 2007; KIRBY, 2017).
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Figura 1. Anatomia do omento maior em céo. Notar sua'insergéo na curvatura maior do
estdmago (seta) e prolongamento até a regido cranial pélvica (cabeca de seta). Fonte: BUDRAS

et al. (2007).

Omento menor Folha superficial
do omento maior

Omento maior:

Folha superficial Folha profunda

do omento maior
Folha profunda Baco
Ligamento P3
Mesoduodeno P P ancreas (na
gastroesplénico LOCG{“ZﬁQaO folha dorsal)
R . da veia porta
Pancreas Ligamento
esplenocolico Flexura
Mesentério comum Raizdo Pancreas (no duodenojejunal
do duodeno e célon mesenterio mesoduodeno)
Mesocélon Borda cortada do

Ligamento mesojejunoileo

duodenocolico
A

Borda cortada do
mesojejunoileo

Figura 2. Anatomia do omento. Superficie ventral do omento (A), superficie dorsal do omento
(B). Fonte: EVANS, LAHUNTA (2013).

Quanto a rica vascularizacdo do omento, ela esta localizada na parede omental em suas
estrias gordurosas ou contidas nas dobras da parede superficial do omento maior, que se
projetam para o interior da bolsa omental (DOOM et al., 2014); seus capilares estdo abaixo do
mesotelio (PLATELL et al., 2000). Sua irrigacdo maior deriva de vasos periféricos das artérias
gastroepipldicas esquerda e direita (MACPHAIL, 2014) localizadas paralelamente a curvatura
maior do corpo e piloro gastricos (DOOM et al., 2014).

Conforme Lierberman (2000) a drenagem venosa omental percorre paralelamente as
artérias e termina no sistema porta. Os vasos linfaticos omentais sdo originarios de evaginacgdes
do endotélio que formam uma delicada rede interconectada que drena para os nédulos linfaticos
subpilorico e esplénico (LIEBERMANN, 2000).

O omento desloca-se pelo abdémen por movimentos das demais estruturas cavitarias
(DYCE, 2010), uma vez que ele possui grande porcéo livre na cavidade abdominal e somente
parte do omento maior € do menor esta inserida ao estbmago as curvaturas maior e menor,
respectivamente (KIRBY, 2017).
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2.2 Estrutura Microscopica Omental

Mesmo com inumeras aplicagdes do omento na rea de cirurgia veterinaria, sua estrutura
basica ainda ndo esta bem documentada. Na literatura a maior parte dos estudos referentes a
estrutura microscopica e tipos celulares sdo desenvolvidos em humanos e ratos, em outras
espécies os relatos sao parcos ou mesmo inexistentes.

Dentre os estudos encontrados na literatura com achados microscépicos referentes ao
tecido omental animal, é descrito que o epiplon é composto, em geral, de trabéculas de tecido
conjuntivo, artérias, veias e vasos linfaticos, entremeados com porc¢des de gordura, fibroblastos
e tecido linfoide (HUYGHE et al., 2015). Tais componentes sao distribuidos por duas regides
distinguiveis (Figura 3): areas translicidas e &reas ricas em gordura (WILKOSZ et al, 2005;
HUYGHE et al., 2015), que variam sua distribuicdo conforme a espécie.

Em nivel celular, o omento é composto basicamente por quatro tipos celulares: adipocitos
(maior parte das células omentais), células endoteliais, agregados de ceélulas imunes,
principalmente macrdfagos e linfocitos imaturos e maduros, e células mesoteliais reconhecidas
pela funcdo de defesa do omento (AGNER; YEOMANS; DUJOVNI, 2001).

y : ,f, L o N
Figura 3. Omento de cdo saudavel por microscopia eletrénica de varredura. Note as duas

regibes omentais: (ar) representa as areas ricas em tecido adiposo e (tr) as areas translucidas
com suas fenestracdes (f). A barra representa 200 um. Fonte: HUYGHE et al. (2015).

Os aglomerados de células linfoides séo estruturas especializadas fundamentais na
limpeza da cavidade abdominal durante o processo inflamatério (van BAAL et al., 2017). Eles
foram descritos no omento do homem e por seu aspecto branco leitoso sdo comumente
denominados “manchas leitosas” (ML) ou “pontos leitosos” (MS). Em ratos, eles foram
observados distribuidos de maneira irregular e situados no tecido adiposo (WILKOSZ et al.,
2005) conforme a Figura 4. Em cées saudaveis apenas um numero limitado de leucdcitos,
macrofagos e neutrofilos estavam espalhados por todo o tecido conjuntivo nas regides
translucidas (HUYGHE et al., 2015); em gatos ndo ha relatos desta anélise.

Em humanos, a pesquisa sobre o omento é focada principalmente no estudo dessas MS.
No homem elas sdo areas compostas principalmente de macréfagos (KRIST et al., 1995),
entretanto, linfécitos B, T e mastocitos também sdo encontrados (SACCHI et al., 2007).
Segundo Di Paolo e colaboradores (2005) tais estruturas ndo podem ser classificadas como
tecido linfoide secundario verdadeiro. Durante peritonites, os MS modificam-se assemelhando-
se a linfonodos e aumentam em nimero e tamanho (DI PAOLO et al., 2005) e seu componente
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celular principal passa a ser o linfocitico (SACHI et al., 2007).

Em estudos anteriores foi demonstrado na regido transllcida de animais a presenca de
numerosas fenestracdes arranjadas aleatoriamente com aparéncia de uma malha semelhante a
uma rede (WILKOSZ et al., 2005; OWAKI et al., 2013; HUYGHE et al., 2015). As fenestras
pelas quais 0s vasos sanguineos atravessam, tornam-se mais refinadas na secdo basal, em
direcdo a periferia, apos repetidas ramificagdes e anastomoses (OWAKI et al., 2012). Ainda,
tal regido é composta por duas camadas diferentes: um mesotélio achatado continuo
sobrejacente ao tecido conjuntivo submesotelial (WILKOSZ et al., 2005; HUYGHE et al.,
2015) repleto de fibras colagenas difusas e ocasionais células andlogas a fibroblastos
(WILKOSZ et al., 2005), conforme demonstrado na Figura 5.

/ ‘o Ve SRR
Figura 4. Mancha leitosa (ML) de omento de rato em regido gordurosa. A. ML visualizada em
corte histologico semifino corado pela hematoxilina e eosina (H&E). B. ML visualizada em
corte ultrafino sob microscopia eletrénica de transmissao. Note um macréfago (mc) contendo
lisossomos (setas) e um linfocito (1) no interior de uma mancha leitosa. Fonte: WILKOSZ et al.
(2005).

Figura 5. Area transltcida de omento de rato em corte ultrafino. As setas pretas representam
as vesiculas no interior das células mesoteliais (m) cobertas por microvilosidades (cabecas de
setas pretas). Destaca-se em (s) a camada submesotelial com fibrilas de colageno. A barra
representa 700 nm. Fonte: WILKOSZ et al. (2005).
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As regides ricas em tecido adiposo revelaram uma camada substancial de adipdcitos na
qual estava presente uma camada de mesotélio continuo achatado (WILKOSZ et al., 2005;
HUYGHE et al., 2015) que repousava sobre uma membrana basal (WILKOSZ et al., 2005)
conforme visualizado na Figura 6. Entre essas camadas, algumas fibras de colageno foram
detectadas (HUYGHE et al., 2015).

As células mesoteliais que compde o tecido omental sdo capazes de reconhecer danos
teciduais e patdgenos, além de iniciar a resposta inflamatoria por meio da apresentacdo de
antigenos, producgdo de citocinas, interacdo com células imunes e através do reparo tecidual e
formacéo de aderéncias (ISAZA-RESTREPO et al., 2018). Em ambas as regides omentais elas
estavam presentes e revelaram caracteristicas tipicas, incluindo microvilosidades, reticulo
endoplasmatico rugoso, mitocondrias e inUmeras vesiculas ao longo das superficies basais e
apicais (WILKOSZ et al., 2005). Ainda, Wilkosz et al. (2005) confirmam que a camada de
celulas mesoteliais e a membrana basal sdo descontinuas nos locais das MS.

o,
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Figura 6. Regido gordurosa de omento de rato em cortes corados com azul de toluidina (1%).
A. Corte semifino evidenciando em a um adipdcito; note grande quantidade neste corte. A seta
preta representa uma célula mesotelial na superficie que recobre a camada submesotelial. A
barra representa 0,1 mm. B. Corte ultrafino sob microscopia eletronica de transmissdao. Em m
as células mesoteliais em uma camada Unica revestem esta regido omental. Nas setas brancas
séo destacados 0s poros e nas setas pretas as microvilosidades apicais. A barra representa 1 pm.
Fonte: WILKOSZ et al. (2005).

2.3 Avaliacdo da Estrutura e Composi¢cdo Omental
2.3.1 Avaliacao por microscopia eletronica

Na microscopia eletronica ha observacao direta de aspectos ultraestruturais das células
por meio da emissao de feixes de elétrons pelo microscopio que interagem com 0s atomos da
amostra (DE SOUZA, 2007). Neste processo, os feixes de elétrons séo refratados pelas lentes
eletronicas, que controlam o feixe, e permitem a formac&o das imagens com poder de resolugéo
cerca de 100 vezes maior que o do microscopio de luz (GALETT]I, 2003).

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) utiliza elétrons que se dispersam ou sdo
emitidos a partir da superficie da amostra analisada. O feixe de elétrons extremamente estreito
localiza-se no interior de uma pequena sonda que rastreia em alguns segundos toda a amostra,
passando rapidamente para frente e para tras sobre ela (CASTRO, 2002). A imagem é formada
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ao mesmo tempo que a amostra € varrida (GALETTI, 2003).

Na microscopia eletronica de transmissdo (MET) a imagem referente a amostra analisada
é formada simultaneamente & passagem do feixe de luz através dela. E um método de avaliagéo
amplamente utilizado na biologia, pois permite definicdo de imagens intracelulares, e
possibilita estudos de morfologia celular e aspectos gerais das organelas (GALETTI, 2003).

Na Medicina Veterinaria os estudos da ultraestrutura omental sdo escassos. H& apenas um
trabalho com uso de MEV no cdo (HUYGHE et al., 2015). Owaki et al (2012) avaliaram por
MEV o omento de gatos a fim de verificar a formacéo de poros conforme a idade. Ha estudos
com MEV em ratos (MIRONOV, GUSEV & BARADI, 1979) e no homem (KRIST et al., 1995)
e Wilkosz et al. (2005) avaliaram o0 omento de ratos também por MEV, mas associado a MET
compararam com o do homem.

A avaliacdo do omento por MEV permite a analise de toda superficie e dessa forma
identifica claramente a distribuicdo das duas regides omentais (area translicida e area rica em
gordura) e, ainda, consegue realizar comparacdes entre as espécies. Através de MEV também
é possivel visualizar as células mesoteliais, perceber seu formato, ora achatadas, ora cubicas,
assim como notar e mensurar suas microvilosidades. Na MEV do tecido omental é notavel que
os adipdcitos uniloculares estdo intimamente associados aos capilares (WILKOSZ et al., 2005).

Na analise omental por MET, por meio de cortes ultrafinos, é possivel analisar o interior
do tecido omental de forma mais detalhada. Em estudos anteriores notou-se uma dupla camada
de células mesoteliais que reveste as areas translicidas e 0 momento da fusdo das duas camadas
gue formam um revestimento continuo (WILKOSZ et al., 2005). Pela MET pode-se avaliar
ainda os tamanhos das fenestracfes e compara-los com os achados da MEV. Na &rea rica em
tecido adiposo foi possivel perceber os inlmeros vasos que fazem parte do omento, o local de
suas infiltragdes no tecido, e suas extensdes as areas transltcidas (WILKOSZ et al., 2005).

No estudo mais completo do omento de cédes saudaveis, efetuou-se analise por MEV,
MET e imunohistoquimica. Nesse estudo foram evidenciadas que as duas regifes distinguiveis
do omento sdo igualmente distribuidas (HUYGHE et al., 2015) e houve claras diferengas do
omento do cdo quando comparado ao omento do ser humano principalmente pela auséncia das
MS.

2.3.2 Avaliacao omental por imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimicausa a reacdo antigeno-anticorpo para detectar e
caracterizar moléculas especificas em seu local de origem; dessa maneira, utilizam-se imuno-
ensaios para colocalizar um epitopo de interesse em cortes teciduais (FERRO, 2014). Assim, a
imunohistoquimica usa anticorpos na marcacao de epitopos de interesse em tecidos, sendo
comumente aplicada no diagnostico de doencas (ORAKPOGHENOR et al., 2018).

Geralmente, para realizar imunohistoquimica realiza-se 0 mesmo processo inicial do
preparo de amostras para histologia: remove-se do ser vivo uma amostra tecidual, ela é
conservada (congelamento ou por métodos quimicos) e, posteriormente, embebida em parafina
para que possa sofrer cortes em secgdes muito finas (cerca de 4um) que sdo colocadas em
laminas de vidro (FERRO, 2014). Dessa forma, mantém-se a arquitetura original do tecido
circundante e, por meio de anticorpos especificos, é possivel localizar antigenos nos
componentes histologicos; sendo esta ligacdo corada e assim, visualizada.

Este método diagnostico é altamente especifico e sensivel. A técnica € uma combinacao
de reacOes imunoldgicas e quimicas visualizadas com um microscopio foténico. Ela € dividida
basicamente em quatro etapas principais, a saber: pré-tratamentos (estagio 1), reacdes
imunoldgicas e histoquimicas (estagio 2), visualizacdo da reacdo imunologica (estagio 3) e
interpretacdo e geracgéo de relatorio (estagio 4) (RAMOS-VARA et al., 2008).

Em animais, o Unico estudo encontrado com a utilizagdo de imunohistoquimica para
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avaliar a composicdo omental em cées foi o de Huyghe e colaboradores (2015). Os autores
avaliaram as células de defesa no omento como o linfécito T (CD3, CD4, CD8 alpha), B (CD21)
e utilizaram um marcador panleucocitico (CD45) para detectar outras células de defesa. Neste
estudo os autores ndo detectaram, nas 14 amostras de omento saudavel de cdes (duas coletadas
em cirurgia e as demais apos eutanasia), linfocitos T, células T auxiliares e células T citotdxicas.
Linfécitos B solitarios foram detectados em apenas dois pacientes, e com o marcador CD45
detectaram leucdcitos em quantidades variadas. Neutrofilos e macrofagos foram detectados em
pequenos grupos de 3-5 células em todas as amostras, somente em dois pacientes havia um
namero méximo de 25 células.

2.4 Propriedades do Omento

Uma vez que o omento é formado por periténio, as funcbes deste tecido nos auxiliam a
compreender as funcGes omentais, a saber: transporte seletivo de fluidos e células; barreira
fisiologica; inducdo, modulagdo e inibicdo imunoldgica; reparacao e cicatrizacdo de tecidos;
prevencdo de adesdo e disseminacdo tumoral e migragdo transcelular (ISAZA-RESTREPO et
al., 2018).

Héa evidéncias das propriedades do omento como reconstituicao de tecidos apds exéreses
de grandes massas cutaneas, no preenchimento de defeitos, estimulo a neovascularizagcdo em
ndo-unido Gssea, auxiliando na regeneracao 6ssea em fraturas de 0ssos longos, como auxiliador
na drenagem linfatica e como incremento a cicatrizacéo inclusive em sitios com infeccdo. Sua
aplicacdo é relatada em reparos intrabdominais, de forma pediculada extraperitoneal e de forma
livre com ou sem anastomose vascular com o leito receptor. A seguir revisaremos as principais
propriedades e aplicacfes deste tecido.

2.4.1 Reparo abdominal com omento

A aplicagdo mais comum do omento maior no interior da cavidade peritoneal é na
reparacdo de visceras do sistema digestorio ap6s acesso cirdrgico, cobrindo o local da sutura e
formando um tipo de tampéo seroso (RADLINSKY, FOSSUM, 2019a). Ainda, no reparo de
lesBes traumaticas intestinais, ou das visceras ocas em geral, ele é aplicado sobre as incisdes
que foram suturadas como seguranca extra contra vazamentos (DYCE, 2010) e auxilia na
revascularizacdo de tecidos com suprimento sanguineo prejudicado (KIRBY, 2017). Este
reparo chama-se omentalizacao, e é efetuado com a porcéo bursal do omento maior (Figura 7).

Figura 7. Omentalizacdo de sutura vesical apds cistotomia para remocéo de urolitos em cadela
SRD, 3 anos. Fonte: HV-UFRRJ, 2016.

O omento pode auxiliar na correcdo de cistos abdominais por ter papel relevante na
vascularizagdo tecidual; ele carreia consigo rico suprimento sanguineo (KIRBY, 2017), com
alta capacidade de absorcéo e exacerbada atividade angiogénica (HALL, 1998). Dessa forma,
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ele é usado como adjuvante na drenagem e tratamento de abscessos ou cistos intrabdominais
como o0s hepéticos e pancreéticos (CORNELL, TOBIAS, 2017; RADLINSKY, FOSSUM,
2019b), prostaticos (APPARICIO et al., 2006; WHITE, 2017; MACPHAIL, FOSSUM, 2019),
e uterinos (CAMPBELL, 2004).

Os grandes abscessos abdominais sdo relatados como resultado da unido de
microabscessos anteriormente formados na cavidade; dependendo de suas localizacGes, eles
podem gerar aumento da pressao sobre o diafragma pélvico (abscessos ou cistos prostaticos)
contribuindo para ocorréncia de hérnia perineal (FOSSUM, 2014). O reparo com omento € 0
tratamento de escolha nos abscessos prostaticos, pois exige menos cuidados no pds-operatorio
em comparagado a outras técnicas descritas (MACPHAIL, FOSSUM, 2019).

Nestas afeccOes, com infeccdo bacteriana associada, a funcdo do omento se amplia ainda
mais devido a sua capacidade de defesa no combate aos patégenos (HALL, 1998), porque ele
participa ativamente na resposta do organismo com suas células imunes e sua capacidade de
absorver bactérias e outras particulas (KIRBY, 2012). Ele é o Unico tecido da cavidade
abdominal com esta caracteristica.

Ainda, na cavidade peritoneal, 0 omento revela auxilio ao tamponamento e prevencao
de aderéncias ap0s traumas cirargicos em outras visceras ocas (vesicula urinaria e Utero)
(KIRBY, 2017; MACPHAIL, 2014). Dessa maneira, ele auxilia no isolamento, com seu aspecto
rendado e atua selando a fonte de contaminacdo pela formacdo de aderéncias em resposta ao
exsudato fibrinoso (KIRBY, 2017). Assim como todas as membranas serosas, ele tem essa
tendéncia de aderir quando inflamado, por este motivo, é encontrado frequentemente aderido
em regides de infec¢do (DYCE, 2010) ou em 6rgdos rompidos por traumas ou neoplasias.

2.4.2 Reparo extraperitoneal por retalhos pediculados

Devido a sua ampla disponibilidade, maleabilidade, por ndo induzir resposta de corpo
estranho, os retalhos omentais sdo amplamente utilizados na Medicina Veterinaria em situacdes
diversas fora da cavidade peritoneal, por meio dos retalhos pediculados (FRANKLIN et al.,
2011; STEGEN et al., 2015; MOURA, 2017; KIRBY, 2017; MACPHAIL, FOSSUM, 2019).

Na construcdo do retalho pediculado é preciso acesso a cavidade, realizado de forma
rotineira e, apés localizar o omento, liga-se os vasos do folheto ventral (Figura 8) associados a
curvatura maior e procede-se a sua desinsercio para que o omento dobre de tamanho. E
possivel, ainda, que uma incisdo em formato de “L” invertido seja realizada em sua extenséo
permitindo que ele alcance locais mais distantes, assim como demonstrado no estudo de Moura
(2017), que evidenciou a possibilidade de o0 omento de gatos estender-se além da cabeca e dos
membros do animal a partir da passagem por um pequeno defeito na parede e através de tineis
no subcutaneo.

H& inameros relatos de sua aplicacdo na reparacdo de feridas crbnicas cutaneas,
principalmente em gatos (BROCKMAN et al., 1996; GRAY, 2005; FALCAO et al., 2016),
devido a dificuldade de cicatrizacdo nestes animais quando comparados aos caes (BOHLING
et al., 2006). O omento pediculado costuma ser aplicado durante a fase de proliferagéo, durante
0 processo de cicatrizagdo cutanea, e permite maior angiogénese e acelera o processo cicatricial.
Outras aplicagdes do retalho omental pediculado estdo associadas ao tratamento de abscesso no
mediastino caudal em um cdo (FRANKLIN et al., 2011); em derrame pleural neoplasico em
um gato (TALAVER et al., 2009); como coadjuvante no tratamento de uma fratura de fémur
séptica em cdo (MENEZES et al., 2020); corrigindo defeitos na parede toracica (OLIVEIRA,
2018) e no auxilio da drenagem de quilotorax em gatos por omentalizacdo toracica, com
documentacao em varios casos (LAFOND, WEIRICH E SALISBURY, 2002). Ainda, 0 omento
foi usado para apoiar pequenos defeitos esofdgicos na porcdo do torax caudal, pois o
extravasamento de conteudo esofagico para a pleura pode gerar graves quadros de pneumonia
e dispneia, e a aplicacdo do retalho omental minimizou a formagdo de estenose esofégica
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(HAYARI et al., 2004),

Figura 8. Realizacdo de retalho pediculado de omento em cadaver de felino. A. Desinsercao de porcéo
ventral do omento ap6s ligadura de seus vasos junto a curvatura maior do estbmago. B. Apos
tunelizacdo pelo subcutaneo o retalho pediculado alcancou as falanges do membro pélvico. Fonte:
MOURA, 2017.

Apesar de haver na literatura veterinaria inimeras indicacoes e relatos de aplicacdo do
enxerto omental pediculado, o tempo cirargico prolongado para a mobilizacdo do retalho
omental até as regides distantes do abdome dificulta sua utilizagdo. Além disso, por vezes ha a
necessidade de inUmeros taneis no subcutaneo até alcancar a area receptora, 0 que aumenta
também a chance de infeccBes pds-operatérias. O defeito criado na parede abdominal para
passagem do omento, pode provocar a herniacao de 6rgaos abdominais e demandar cirurgia corretiva
(BROCKMAN, 1996).

2.4.3 Enxertos omentais livres

Devido a algumas caracteristicas que dificultam a realizacdo do retalho omental
pediculado anteriormente citadas, o epiplon também pode ser aplicado de forma livre, sem suas
ligacOes a cavidade abdominal. A aquisicdo destes enxertos é simples e de facil execucao por
sua grande disponibilidade, vascularizacdo favoravel (LIEBERMANN, 2000) e por ser
facilmente acessado. Por sua composi¢do, 0 omento facilmente se adere a novos leitos, e por
sermaleavel, pode facilmente ser moldado no leito receptor (ROSS & PARDO, 1993).

Foi relatada aplicacdo do omento por meio de enxertos livres com anastomose vascular
com vasos da area doadora (NEMETH & MIKO, 2003; PAP-SZEKERES et al., 2003) e sem
anastomose vascular (AZARI et al., 2012; BAILEY et al., 2015; FERNANDES et al., 2018;
FERNANDES et al., 2022).

Na cirurgia de animais de companhia, o uso do enxerto omental livre com micro
anastomose vascular é um verdadeiro desafio, uma vez que requer conhecimento especifico do
cirurgido, instrumentos especificos como o uso de microscopio cirdrgico devido ao tamanho
diminuto dos vasos omentais e, com isso, a técnica em si € considerada onerosa. Neste contexto,
0s enxertos omentais livres sem micro anastomose vascular tem tido destaque, sobretudo na
cirurgia ortopédica veterindria. H4 uma linha de pesquisa bem desenvolvida na ortopedia
relacionando o enxerto de omento livre a um potencial osteogénico na cicatrizacdo de defeitos
0sseos em radio e ulna, promovendo regeneracao (BIGHAM-SADEGH etal., 2012; BALTZER
et al., 2015) e aceleracéo da cicatrizacdo 0ssea e retorno a sustentacdo de peso em cées (REE et
al., 2018).
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Além disso, a eficiéncia do enxerto omental livre sem microanastomose vascular foi
relatada em 6rgéos como o es6fago (AZARI, et al., 2012), coragdo (VINEBERG, 1967), e em
trabalhos do nosso Grupo de Pesquisa (Cirurgia Veterinaria UFRRJ) sobre sua aplicacdo
experimental em feridas cutdneas em coelhos (Figura 9) induzindo neovascularizacdo
(FERNANDES et al., 2022) e em gatas aumentando a resisténcia a tragdo sem causar maleficios
(TEIXEIRA, 2018).

Figura 9. Aplicacdo de enxerto de omento livre em ferida experimental em coelho da raga Nova
Zelandia. A. Ferida criada no dorso do animal. B. Omento livre sendo suturado nas margens da
ferida com sutura simples interrompida. C. Aspecto final da aplica¢éo do enxerto. D. Sutura da
pele cobrindo o enxerto livre. Fonte: FERNANDES et al., 2022.

3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental do estudo foi submetido a apreciacéo e aprovado pelo Comité
de Etica no Uso de Animais do IV da UFRRJ (CEUA/IV/UFRRJ) sob o nimero de protocolo
4549020822 (Anexo A) e da Comisséo de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario de
Barra Mansa (CEUA UBM) sob o numero de protocolo 001/2021 (Anexo B). As cirurgias
ocorreram no Biotério do Centro Cirargico de Pesquisa em Cirurgia Veterinaria do Instituto de
Veterinria da UFRRJ.

3.1 Animais

Para obtencdo de amostras de fragmento do omento maior em cées e gatos foram
utilizadas 15 cadelas (Canis familiaris) e 15 gatas (Felis catus domesticus), oriundas do
atendimento cirdrgico do Programa de Controle Natalidade de Cées e Gatos da UFRRJ e do
Centro Universitario de Barra Mansa (UBM), indicadas para ovariohisterectomia (OVH)
eletiva. Quanto aos critério de exclusdo, a avaliagdo macroscopica do omento, foram excluidos
pacientes com hiperemia omental e quaisquer sinais que pudessem sugerir peritonite, além de
animais com altera¢fes nos parametros vitais e com sinais de doenga. Quanto aos critérios de
inclusdo: foram selecionadas fémeas sem raca especifica (SRD) ou de raca, com idade inferior
ou igual a seis anos, com escore de condigdo corporal fisica normal (em escala de cinco pontos,
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selecionados animais com escore dois e trés) que foram submetidas a exame clinico e avaliacédo
sanguinea recentes (hemograma e bioquimica — funcdo renal e hepatica). Os tutores de todos os
pacientes autorizaram a participacao do animal no estudo por meio de assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido - TCLE (Anexo C).

3.2 Pré-operatorio

As gatas e cadelas foram submetidas a jejum alimentar de 6 horas e hidrico de 2 horas
antes do procedimento cirargico. Todas as cirurgias foram executadas sempre pela autora,
cirurgid especializada em Clinica Cirargica de Animais de Companhia, as anestesias foram
executadas por trés profissionais especializados com ampla experiéncia.

3.3 Anestesia

A anestesia iniciou-se com a medicacao pré-anestésica, que nas gatas foi composta por
acepromazina (0,03mg/kg) e metadona (0,3mg/kg) e nas cadelas foi composta por
acepromazina (0,03mg/kg) e morfina (0,5mg/kg), ambas por via intramuscular; para a inducéo
anestésica estes animais receberam propofol dose efeito (observacéo dos sinais de relaxamento
de mandibula e auséncia de reflexo palpebral). A intubacdo foi executada com uso de
laringoscdpio e sonda endotraqueal, com tubo de numero apropriado a cada paciente. Nas gatas,
anteriormente a intubacdo endotraqueal, foi instilado lidocaina 10% na dose de 0,1mL/animal
nas aritenoides e epiglote. A manutencdo do plano anestésico foi feita com isoflurano (1,2-1,5
CAM) através de intubacéo orotraqueal e oferta de oxigénio a 100%; a fluidoterapia com NaCl
0,9% ou ringer com lactato a taxa de 3-4mL/kg/h. Quando revelada dor durante a anestesia, 0
animal sofreu resgate anestésico com 2 pg/kg de fentanil por via intravenosa.

3.4 Cirurgia

A tricotomia do abdémen ventral, da regido do xifoide ao pubis, foi realizada nas cadelas
apo6s a medicacdo pré-anestésica e, nas gatas, apds a inducdo anestésica a fim de reduzir o
estresse nessa espécie. As cadelas foram posicionadas sobre mesa metélica e contidas para
realizacdo de tricotomia do campo operatorio, e por¢do do antebrago para acesso venoso (em
animais com pelo longo ambos os membros toracicos foram tricotomizados, um para acesso
venoso e outro para colocacdo do manguito e afericdo da PAS no transoperatério) e regido
imediatamente anterior ao coxim central do membro toracico para colocacdo do Doppler
vascular. Estes procedimentos foram realizados nas gatas somente apds a MPA.

Com o animal em decUbito dorsal, a preparacdo asséptica do campo cirdrgico foi
realizada apds a inducdo, com clorexidina degermante e, posteriormente, clorexidina alcéolica.
As gatas e cadelas foram posicionadas em decubito dorsal para realizacdo da celiotomia
mediana retroumbilical e cirurgia de OVH. Apo6s acesso a cavidade abdominal, por inciséo na
pele até a linha alba e execucdo de manobra de tenda para permitir incisdo em estocada com
bisturi, realizou-se ampliacdo da incisdo com tesoura; efetuou-se entdo, a OVH na técnica
tradicional descrita no artigo de Campos e colaboradores (2020). Para coleta dos fragmentos de
omento maior ele foi localizado junto ao estbmago, realizou-se avaliagdo macroscépica
(observando a presenca de possiveis manchas leitosas ou hiperemia) e, em sua borda livre, foi
executada ligadura dos vasos omentais com fio Acido Poliglicdlico ou Poliglactina 910 de
n°3-0 e foi removido fragmento distal de forma delicada com tesoura de Metzenbaum, medindo
aproximadamente 2cm na borda omental e 2cm em cada lado (Figura 10).

A amostra entdo foi armazenada em solugdo de formalina a 10% tamponada por no
maximo 72h para analises histologica e imunohistoquimica. Nos animais direcionados também
para analise da microscopia eletrdnica (seis cadelas e seis gatas), mais dois fragmentos de
0,2cm? foram removidos e fixados em solucio de Karnovsky por 24h. Os fragmentos foram
suturados com fio de nylon 4.0 em TNT em suas extremidades (Figura 11), a fim de permitir que
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o tecido permanecesse estendido, sem dobrar sobre si mesmo.

il

Figura 10. Coleta de fragmento omental de gata, PCB, 2 anos de idade. A. Exposicéo da borda
livre do omento apds celiotomia longitudinal mediana retroumbilical e realizacdo da
ovariohisterectomia eletiva. B. Posicionamento de fragmento de tecido TNT com 2 cm? em
borda livre omental, delimitando a area de omento a ser removida. C. Extremidade do omento
apos retirada do fragmento para andlise, evidenciando-se as ligaduras vasculares.

Figura 11. Fragmento omental de cadela SRD, 2 anos, removido ap6s ovariohisterectomia
eletiva, medindo 2cm?. Note que o fragmento esta fixado em tecido TNT para evitar dobradura
e reduzir danos ao tecido.

A rafia da parede abdominal foi feita com pontos em “X” utilizando-se fio Poliamida 2-0,
seguida da sutura do tecido celular subcutaneo com fio Acido Poliglicélico ou Poliglactina 910
3-0 padréo colchoeiro e finalizado com a sutura da pele com pontos em “U” e fio Poliamida 3-
0. Apos a celiorrafia foi executado curativo da ferida cirdrgica com esparadrapo hipoalergénico.

3.5 Preparo das Amostras para Microscopia Eletrénica

Para microscopia eletrénica de transmissao e varredura foram utilizados fragmentos de
0,2mm? de omento de 4 cadelas e 6 gatas, escolhidos aleatoriamente. As amostras foram fixadas
e preparadas no Laboratdrio de Microbiologia Unidade de Microscopia Multiusuario Souto-
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Padrén e Lins (UniMicro) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) de acordo com o
protocolo usado por Huygue e colaboradores (2015), com adaptagdes sugeridas pela UniMicro
e, por este motivo, ele foi detalhado em nosso estudo.

Realizou-se o preparo das amostras para microscopia eletrénica em capela devido ao risco
de contaminacdo com metais pesados utilizados na contrastacdo (Figura 12). As etapas de
preparo para MET e MEV diferenciam-se em parte do processo, sendo as etapas semelhantes
demonstradas no Quadro 1.

Inicialmente, a primeira etapa é denominada fixacdo; para isso foi preparada solucdo de
Karnovsky composta por glutaraldeido 5%, tampdo cacodilato de sodio 0,1M, agua destilada
e formaldeido 4%. Esta solucdo € responsavel pela fixacdo das proteinas e conservacdo da
amostra. Optou-se por esta composicéo, pois o formaldeido penetra cerca de cinco vezes mais
rapido que o glutaraldeido, e estabilizando, de forma temporaria, as estruturas e,
posteriormente, tais estruturas sdo estabilizadas pelo glutaraldeido de forma mais permanente
(BOZZOLA, 1999). A solucdo foi mantida refrigerada e, imediatamente apds a coleta, 0s
fragmentos omentais foram submersos nela. As amostras foram mantidas refrigeradas por no
maximo 24 horas (overnight) e direcionadas para o preparo de microscopia eletronica.

Figura 12. Preparo de fragmentos de omento de cadelas e gatas, para avaliacdo por microscopia
eletrénica, em capela com fluxo laminar no Laboratério de Microbiologia Unidade de
Microscopia Multiusuario Souto-Padrén e Lins (UniMicro).

Quadro 1. Etapas do preparo das amostras omentais para microscopia eletronica.

Etapas Descricdo Objetivo
Fixacéo Imersdo das amostras  em | Conservacdo e fixacdo da amostra
Karnovsky's
Lavagem Lavagem com solucdo tampédo de | Remover o fixador

cacodilato de sodio 0,1M
Pds-fixacdo | Troca da solucdo por cacodilato de | Auxiliar no contraste das estruturas
s0dio 0,1M e tetroxido de 6smio 1%
Desidratacdo | Desidratacdo das amostras por meio | Desidratar as amostras
de lavagens com alcool (30%, 50%,
70%, 90% e 100%)

Na UniMicro iniciou-se a segunda etapa que € a lavagem para remocéo do fixador. Para
isso, foram executadas trés lavagens, a primeira com troca da solugdo de fixagdo por uma nova,
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composta apenas por solucdo tampéo de cacodilato de sodio 0,1M que permaneceu por 30
minutos em contato com a amostra; mais duas lavagens com 15 minutos de intervalo foram
efetuadas.

A seguir, as amostras passaram pela terceira etapa denominada p6s-fixacao na qual foram
mantidas por 1,5h (sem contato com a luz) em solucéo contendo cacodilato de sédio 0,1M e
tetroxido de ésmio (OsOs) a 1%, substancia que permite o contraste da amostra e melhor
diferenciacdo das estruturas na microscopia eletrdnica, como as membranas e organelas
celulares. Apos, realiza-se a lavagem como descrita anteriormente.

Na quarta etapa, desidratacdo, as amostras foram submetidas a lavagens com
concentragdes crescentes de alcool (30%, 50%, 70%, 90% e 100%). Para isso, removeu-se com
pipeta a solucdo que envolvia a amostra, cobrindo-a com uma nova. A ultima troca foi
executada na concentracdo 100% por trés vezes, 15 minutos em cada uma. A partir desta fase,
os preparos se diferenciam a depender da microscopia eletronica de escolha.

Para MET as amostras foram incluidas em concentra¢des crescentes da resina tipo epoxi
(Spurr, Polybed 812) removendo o etanol aos poucos, mantidos sob temperatura ambiente,
conforme detalhado no Quadro 2, abaixo. Quando as amostras foram colocadas em resina pura,
foram posicionadas em formas de silicone sob o formato retangular com numero de
identificacdo contido em cada amostra.

Quadro 2. Protocolo de infiltracdo em resina utilizado para preparo das amostras omentais para
analise em microscopio eletronico de transmissao.

Concentracéao Concentracéao Tempo
resina Spurr etanol (100%0)
1 3 8h
1 2 8h
1 1 8h
2 1 8h
1* 0 24h

*Acrescentou-se o catalisador dimetilaminoetil - DMAE na
Gltima concentracéo de Spurr, com duas trocas, mantidas 48h ao
todo apenas com a resina do tipo epoxi (Spurr, Polybed 812).

A seguir, os blocos de resina com as amostras em seu interior (Figura 13) foram
preparados para serem cortados em navalha de diamante, em angulo de 6° em ultra micrétomo
EM UCS6 (Leica Microsystems). Inicialmente, cada amostra foi posicionada no ultra micrétomo
e, com navalha de vidro realizou-se cortes (Figura 14. A) para formar um fragmento em formato
em piramide, com a area que se pretendia visualizar em seu centro. Apos a formacdo da
piramide, com uma lamina de diamante (Figura 14. B) realizou-se cortes ultrafinos (Figura 14.
C) com programacéo do ultra micrétomo na espessura de 190nm; os cortes foram recuperados
em grades de cobre de 400 mesh. Em sequéncia, na etapa de contrastacdo, eles foram corados
com acetato de uranila e citrato de chumbo para serem observados no microscopio eletrénico
de transmissdo a 80kV (JEOL 1200 EX Ltd., Tokyo, Japan).
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Figura 13. Etapa de inclusdo em resina do tipo epoxi (Spurr, Polybed 812) de amostras
omentais de cadelas e gatas. A. Amostras posicionadas em forma de silicone numerada, note a
presenca de TNT fixo as amostras a fim de manté-las esticadas. B. Amostra omental embutida
em resina cortada durante a confeccao da piramide (seta) no topo da peca, local onde os cortes
serdo efetuados.

Figura 14. Execucgéo de cortes de fragmento omental no interior de bloco de resina Spurr em
ultramicrotomo. A. Realizacdo de corte do bloco para formar uma pirdmide com a &rea de
interesse no centro. B. Realizag¢&o do corte ultrafino seriado em Iamina de diamante. C. Cortes
ultrafinos seriados corados (seta).

Para MEV, ap0s a etapa de desidratacéo, as amostras foram desidratadas completamente
e sofreram preparo no aparelho Unidade de ponto critico Baltec CPDO30 (BAL-TEC/Leica
Microsystems Bannockburn, IL, USA), onde houve a ultima troca do etanol 100% para gas
carbonico (sobre 60-70 atm a 8°C) e remocdao da tensdo superficial da amostra (Figura 15).
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Figura 15. Amostras de omento de cadelas durante ultima etapa de desidratacdo preparadas a
etanol 100% para sofrerem a etapa de ponto critico (Baltec CPDO30) com uso de gas carbdnico
sobre 60-70 atm a 8°C.

Apds sofrer ponto critico as amostras foram posicionadas sob o stub de MEV em cima de
uma fita dupla face de carbono colante (Nemtape®). A seguir, o Ultimo processo, a metalizacao,
foi realizado no Metalizador Leica EM SCD 050 (Leica Microsystems, Bannockburn, IL,
USA). Nesta etapa, as amostram foram revestidas com uma fina camada de ouro (Figura 16)
para analise posterior. O tempo de metalizacdo realizado foi de 70 segundos com
corrente de 40mA. Este processo foi efetuado para elevar o nimero de elétrons secundarios, e
facilitar a interacdo dos feixes de elétrons do microscépio com as amostras, contribuir para a
formagdo da imagem e evitar o fendbmeno denominado carregamento (acimulo de feixes
primarios na superficie da amostra).

Figura 16. Amostras de omento de cadela e gatas fixadas em stub com fita dupla face de
carbono colante apos processo de metalizacdo realizado no Metalizador Leica EM SCD 050
(Leica Microsystems, Bannockburn, IL, USA).

Apo0s preparacgdo, as secgdes das amostras omentais de cada espécie foram examinadas
nos microscopios eletronico de transmissdo (JEOL 1200 EX Ltd., Tokyo, Japan) e de varredura
(Zeiss EVO 10) (Figura 17) na Unidade de Microscopia Avangada do Centro Nacional de
Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO) da UFRJ com apoio de tecndlogos (CENABIO).
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Figura 17. Amostras de omento maior de cadelas e gatas posicionadas para analise em
microscopio eletrénico de varredura (Zeiss EVO 10) na Unidade de Microscopia Avancada do
Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO) da UFRJ.

Apo6s obtencdo das imagens por microscopia eletrdnica, foi realizada a medicdo das
estruturas analisadas (células, estruturas da membrana, poros) por meio do programa ImageJ
(versdo 1,53t), com a escala ajustada para cada imagem obtida no CENABIO — RJ conforme a
barra de escala especifica em cada registro. Foram calculados, e registrados, o diametro das
estruturas visualizadas, largura e comprimento para descri¢do posterior.

3.6 Preparo das Amostras para Anélise Histologica

O exame histoldgico foi realizado no Laboratorio de Histopatologia do Setor de Anatomia
Patoldgica da UFRRJ. Os tecidos fixados foram desidratados em 6 banhos em série de solugédo
alcdolica (concentracdo crescente), diafanizados em 3 banhos de xilol e entdo parafinizados em
parafina liquida a 60°C. A seguir, o tecido parafinizado foi emblocado, e entdo, foram
executados cortes histoldgicos de 4 micrémetros os quais foram corados pelo método de
Hematoxilina & Eosina (H&E) descrito a seguir conforme procedimento operacional padrédo
do laboratorio.

Os fragmentos foram desparafinados em banhos de xilol, hidratados em banhos de
alcool etilico a 70% (dois minutos em cada), lavados em agua, corados pela hematoxilina por
4 minutos, lavados em dgua novamente, corados pela eosina por 2 minutos, lavados em agua,
desidratados em banhos de alcool etilico absoluto, seguidos de banhos de xilol e montados com
laminula e solugédo de xilol e goma damar.

Nas objetivas de 20 e 40 analisou-se a morfologia da area adiposa e translicida, as
principais células encontradas em cada regido especifica, a presenca e quantidade de células
inflamatdrias e de possiveis Milky spots em cada espécie.

3.7 Preparo das Amostras para Analise por Imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi realizada no Laboratorio de Imunohistoquimica do Setor
de Anatomia Patologica da UFRRJ. Novos cortes de 4um foram realizados nos blocos de
parafina, de 10 gatas e 12 cadelas. Os cortes foram recuperados em laminas de vidro
devidamente identificadas que foram desparafinizadas por 4 horas em estufa a 60°C e em
banhos de xilol e reidratadas em banhos sucessivos de alcool antes da recuperacao antigénica.
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A recuperacdo antigénica foi realizada com tampao High pH9 (Envision-Dako®), em
banho maria a 98°C por 20 minutos. O bloqueio de peroxidases endégenas foi realizado com
solucéo de peroxido de hidrogénio a 8%, por 15 minutos em metanol, e o blogueio de reacdes
inespecificas com leite em pé desnatado diluido a 5% por 15 minutos.

Utilizou-se os anticorpos anti-CD79a diluicdo 1:200 (Clone HM47 — Camundongo;
Invitrogen®), anti-CD3 dilui¢do 1:100 (Clone CD3-12 — Camundomgo; Bio-Rad®) e anti-1bal
1:1000 (Policlonal — Coelho; Invitrogen®). Os anticorpos primarios foram incubados em
camara umida a 37°C por 30 minutos. Utilizou-se como sistema de detecc¢éo o EnVision FLEX+
- Dako®, com 30 minutos de incubacdo do polimero em cadmara imida a 37°C. A reacédo foi
revelada com cromdgeno Diaminobenzidina (DAB- Dako®) a uma diluigdo de 1 microlitro do
cromogeno para 50 microlitros de Substrate Buffer (Dako®) por 5 minutos em cada lamina.
Posteriormente as laminas foram coradas em hematoxilina de Harris por 20 segundos,
desidratadas em banhos sucessivos de alcool, xilol e montadas com laminula para anélise. Um
linfonodo de cada espécie foi utilizado como controle positivo e negativo.

As laminas foram examinadas em microscépio éptico (Nikon Eclipse E200) pelo mesmo
profissional experiente. As fotomicrografias foram obtidas por um microscopio Zeiss
Axioscope Al e capturadas com camera Zeiss Axiocam IC5 de 5 megapixels, por meio do
software Zen Blue Lite.

Para contagem das células marcadas de forma intensa pelos anticorpos primarios CD3,
CD79a e Ibal, foi feita contagem manual no programa Mosaic 3, modo Manual Class (fungéo
counting), a partir de fotos de 5 campos/lamina em area adiposa e translicida em objetiva de
40 capturadas pela camera Michrome 6.

3.7.1 Padronizacéao do protocolo para analise imunohistoquimica

Inicialmente, foram submetidos a teste uma lamina de amostra omental de cada espécie e
outra de amostra de linfonodo (controle) para cada espécie. Todas foram submetidas ao
protocolo utilizando-se anticorpos para CD79a e Ibal. A seguir, foi realizado para cada animal:
1 1amina sem utilizacdo de anticorpo primario (apenas com polimero); 1 ldmina com anticorpo
primario e polimero completo (com link proteina amplificadora da reacdo) e 1 I[&mina com
anticorpo primario (sem a proteina link).

Na analise destas laminas percebemos que houve maior reacdo (marcacdo) com 0
protocolo sem a proteina amplificadora da reacdo, sendo este escolhido para as demais
amostras. Entdo, as laminas foram incubadas com os anticorpos priméarios CD3, CD79a e Ibal
por 2 horas em camara Umida a temperatura de 37°C. Foi utilizado como sistema de deteccdo o
EnVision+ Dual Link System-HRP (Dako®) e a revelacdo da reacdo realizada com o
cromadgeno diaminobenzidina (DAB) diluido em Substrate Buffer (Dako®). As laminas foram
coradas com hematoxilina de Harris por 5 minutos.

3.8 Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada pelo Software SigmaPlot (versdo 11). As variaveis
analisadas na imunohistoquimica (marcacéo de células/5campos) foram comparadas entre as
espécies pelo teste de MannWhitney. Para deteccdo de diferencas estatisticas significantes foi
considerado p<0,05 (5%). Em relagdo aos dados da microscopia de luz e eletronica, foi
realizada andlise descritiva das estruturas observadas por campo.
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4 RESULTADOS

4.1 Cirurgia

Ao todo, 30 animais atenderam aos critérios de selecdo, sendo 15 cadelas e 15 gatas.
Entretanto, durante a cirurgia verificou-se em uma cadela piometra fechada e em outra
aderéncias a cavidade abdominal e, portanto, foram excluidas do estudo.

Em relacdo as cadelas (60% dos pacientes), a maioria era sem raca definida (SRD); entre
as demais foram operadas cadelas da raca Dachshund, Blue Heller, Pinscher (7,7% de cada
raca) e duas da raca American Pit Bull (15%). Quanto a idade, 60% dos animais eram adultos,
com idade variando entre 2 e 5 anos, com media de 2 anos e trés meses (ANEXO B).

Quanto as gatas, elas ndo tinham raca definida, e sdo, portanto, denominadas como Pelo
Curto Brasileiro (PCB). Em relagéo a idade, 53,3% das pacientes eram filhotes (<1 ano) e as
demais adultas (46,7%), com idade entre 2 e 4 anos, com média de 1 ano e 10 meses (ANEXO
C).

Durante a execucdo das cirurgias nessas espécies nao houve intercorréncias no trans-
anestésico, nem obito de qualquer animal. Ainda, uma gata estava gestante em fase inicial (gata
15), e o prosseguimento da cirurgia foi possivel com autorizacao do responsavel pelo animal.
Como estas pacientes estavam bem clinicamente, sem alteracGes significativas nos exames
clinico e laboratoriais, foram encaminhadas para a cirurgia, sendo diagnosticadas apenas no
momento transcirurgico. A paciente felina encontrava-se estavel na anestesia, sem sinais de
peritonite e, portanto, foi submetida a OVH e coleta de fragmento omental.

4.2 Andlise Macroscépica

No omento das espécies estudadas, duas regides puderam ser distinguidas: a regido
transllcida e a regido rica em tecido adiposo. Em nenhum omento, a olho nu, visualizaram-se
as estruturas denominadas OALT (tecido linfoide associado ao omento) ou MS.

4.3 Histologia das Amostras Omentais

4.3.1 Histologia das amostras omentais de cadelas

No omento das cadelas foi perceptivel duas areas distintas permeadas por vasos
sanguineos e linfaticos: uma area translicida e outra rica em tecido adiposo distribuidas por
toda extensdo das amostras coletadas.

Nas areas translicidas observou-se composi¢do por duas folhas de células mesoteliais
opostas, cada uma composta por uma unica camada de células mesoteliais continuas,
sobrepostas a camada submesotelial constituida principalmente por fibrilas difusas de colageno,
células dispersas semelhantes a fibroblastos e alguns capilares (Figura 18). As células
mesoteliais eram achatadas e alongadas e com nucleo alongado e fino.

Grandes agregados de células linfoides (OALT - Mylk spots) ndo foram verificados na
area translucida omental de cadelas na histopatologia. Notava-se um maior nimero de células
inflamatorias com distribuicdo perivascular, na &rea translicida e na &rea de transi¢do entre
parte translucida e adiposa. Nos locais onde havia grupos de células inflamatorias as células
mesoteliais e membrana basal aparentemente eram continuas.

Na anélise das laminas foi possivel perceber que os vasos sanguineos séo facilmente
detectaveis como é possivel observar também nas Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com vasos sanguineos submesoteliais e monocamada de células mesoteliais
recobrindo a superficie (H&E). A. Note os vasos sanguineos (asterisco) dispersos na camada
submesotelial. Obj. 10. B. Monocamada de células mesoteliais com ndcleos achatados (setas).

Obj. 20.

Figura 19. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translucida e infiltrado inflamat6rio misto (setas) proximo de vasos da camada submesotelial.
Note também a regido adiposa, mais espessa (cabecas de seta). Obj. 10 (H&E).

Foi possivel observar infiltrado inflamatério misto com mais de 50 células de defesa em
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4 pacientes. Nestes animais, entre as células inflamatdrias havia um predominio de macr6fagos
e neutrofilos, entretanto, linfocitos e plasmaécitos também foram visualizados (Figuras 20 e 21).
Nos demais animais, foram encontrados apenas poucos macrofagos e neutrofilos junto aos
vasos sanguineos (perivascular) assim como percebido nos dados especificos de cada lamina

no Quadro 3.

Quadro 3. Descricdo microscopica de células inflamatorias de amostras de fragmento omental
de cadelas submetidas a ovariohisterectomia eletiva conforme a area estudada.

Cadelas
(n° de registro Regido translucida Regido adiposa
da lamina
histologica)

38704 Raros neutrofilos e macréfagos | -
junto aos vasos.

38710 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39062 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39087 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39128 Agregados de mais de 50 celulas | Maior quantidade de coldgeno em
inflamatdrias junto aos vasos. regido submesotelial.

39194 Raros neutrofilos e macréfagos | -
junto aos vasos.

39195 Raros neutrofilos e macrdéfagos | Discreta  area  de  fibrose
junto aos vasos. submesotelial.

39288 Agregados de mais de 50 células | *
inflamatorias em  4rea de
transicdo™

39289 Raros neutrofilos e macréfagos | -
junto aos vasos.

39430 Raros neutrofilos e macrdfagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39431 Agregados de mais de 50 células | Raros neutrofilos junto aos vasos.
inflamatdrias junto aos vasos.

39505 Raros neutrofilos e macréfagos | Raros neutrofilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39506 Agregados de mais de 50 células | Raros neutréfilos junto aos vasos.
inflamatdrias junto aos vasos.
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inflamatorio misto ao redor de vasos (asterisco) de area transllcida (transicdo para adiposa),
além de fibrose. Obj. 40 (H&E). Note a presenca de neutrofilos (seta preta) e linfdcitos (cabeca
de seta amarela) e fibras colagenas.

A continuidade da camada mesotelial foi de dificil identificacdo em alguns pacientes, uma
vez que o tecido omental é fragil, principalmente na area translicida. A paciente nimero 11
(ANEXO B) também apresentou fibrose submesotelial (Figura 21). Esta paciente nédo
apresentava alteragdes macroscopicas no omento como hiperemia ou quaisquer sinais de
peritonite.

A regido rica em adipécitos era revestida também por células mesoteliais continuas,
porém era mais espessa que a regido transllcida, devido ao grande nimero de adipdcitos. As
células adiposas apresentavam volumoso citoplasma palido, por vezes com vacuolos evidentes.
Os nucleos dos adip6citos eram pequenos ou imperceptiveis e deslocados para a periferia pelo
acumulo de gordura (Figura 22). A camada submesotelial era constituida por numerosos
adipdcitos, vasos sanguineos e tecido conjuntivo similar, porém mais escasso que o observado
naregido transldcida. As células mesoteliais eram achatadas e alongadas e com nucleo alongado
e fino (Figuras 22 e 23).
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Figura 21. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com infiltrado inflamatério misto ao redor de vasos sanguineos da regido
submesoelial. Obj. 20 (H&E). Note a moderada quantidade de tecido conjuntivo (fibrose).

- — e
Figura 22. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area rica
em tecido adiposo com vasos sanguineos submesoteliais (asterisco) e monocamada de células
mesoteliais recobrindo a superficie com evidéncia do ndcleo alongado e basofilico (seta). Note

os adipdcitos (Ad) com seu nucleo deslocado para a periferia da célula. Obj. 20 (H&E).

42



A . b . Q. SR P! t
\ =~ -~ »
" \ \ : \} '5:::\
\ oo BV
\ 's‘ Dh-S

Flgura 23. Fotomicrografia de amostra de omento saudével de cadela evidenciando area rica
em tecido adiposo com vasos submesoteliais e monocamada de células mesoteliais recobrindo
a superficie (H&E). A. Note a presencga de um vaso sanguineo em destaque (asterisco). Obj. 20.
B. Maior aumento. Nota-se a juncdo da regido transllcida (asterisco) com a &rea rica em
gordura. Obj. 40.

Em dois animais havia moderada fibrose da camada submesotelial da regido rica em
gordura (Figura 24).

b Binges” .L ""% 4&’

Figura 24. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela eV|denC|ando area rica
em tecido adiposo com fibrose submesotelial - FSM (colchetes). Obj. 20 (H&E).

43



A area rica em tecido adiposo apresentava septos de tecido conjuntivo que foram
facilmente perceptiveis na Cadela 4 (Figura 25).
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Figura 25. Fotomicrografia de amostra de omento de cadela evidenciando area rica em tecido
adiposo e com septos (seta) de tecido conjuntivo e vasos sanguineos (asterisco). Obj. 20 (H&E).

Células inflamatdrias eram raras na regido rica em adipécitos. Em geral, foi encontrado
raros neutrofilos junto aos vasos sanguineos (Quadro 3) como observado nas figuras 26 e 27.
Nos locais onde havia grupos de células inflamatorias as células mesoteliais e membrana basal
aparentemente eram continuas. Nao foram encontradas na area adiposa do omento das cadelas
analisadas grandes agregados de células de defesa.

Figura 26. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area rica
em tecido adiposo com infiltrado inflamatério misto (seta) junto aos vasos sanguineos
submesoteliais. Obj. 20 (H&E). Note a camada de células mesoteliais que recobrem a superficie
omental com os ndcleos em evidéncia (cabeca de seta).
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Figura 27. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area rica
em tecido adiposo com infiltrado inflamatoério misto (seta) ao redor de um vaso sanguineo. Obj.
40 (H&E).

4.3.2 Histologia das amostras omentais de gatas

No omento das gatas, assim como no das cadelas, foi perceptivel duas &reas distintas
permeadas por vasos sanguineos e linfaticos, uma area transllcida e outra rica em tecido
adiposo distribuidas por toda extensdo das amostras coletadas.

A area transltcida do omento das gatas também é composta por duas folhas continuas de
células mesoteliais opostas, sobrepostas a camada submesotelial, levemente mais fina que nas
cadelas, constituida principalmente por fibrilas difusas de colageno, células dispersas
semelhantes a fibroblastos e alguns capilares (Figura 28).
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Figura 28. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata com evidéncia da area
transllcida (area de transicéo) e area rica em tecido adiposo com vasos sanguineos entremeados.
Presenca de inumeros capilares (asterisco). Obj. 20.

MRS SERAL RSN RS T
Figura 29. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata com area translicida com
vasos submesoteliais e maior nimero de fibras colagenas e tecido conjuntivo. Obj. 40. Note um
vaso sanguineo (asterisco) e cinco neutrofilos em seu interior (cabeca de seta).

Na éarea transllcida das gatas havia um menor numero de células inflamatorias que nas
cadelas. Ainda, ndo foram detectados grandes agregados de células de defesa, apenas raros
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neutrofilos e macrdfagos localizados, em geral, junto aos vasos. Os dados especificos de cada
animal encontram-se no Quadro 4.

Quadro 4. Descri¢do microscépica de células inflamatorias de amostras de fragmento omental
de gatas submetidas a ovariohisterectomia eletiva conforme a area estudada.

Gatas
(n° de registro Regido translucida Regido adiposa
da lamina
histoldgica)

38951 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

38952 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

38953 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos. Hemorragia focal.

39088 Raros neutrofilos e macrofagos | Raros neutréfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39117 Raros neutrofilos e macrdfagos | Raros neutrdfilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39129 Agregados de até 5 neutrofilos e | -
macrofagos junto aos vasos.

39130 - -

39217 Raros neutrofilos e macréfagos | -
junto aos vasos.

39284 Raros neutrofilos e macréfagos | -
junto aos vasos.

39285 Agregados de até 5 neutrofilos e | Raros neutréfilos junto aos vasos.
macrofagos junto aos vasos.

39286 Raros neutrofilos e macréfagos | Raros neutrofilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39287 Raros neutrofilos e macréfagos | Raros neutrofilos junto aos vasos.
junto aos vasos.

39507 Agregados de até 5 neutrofilos e | Raros neutréfilos junto aos vasos.
macrofagos junto aos vasos.

39508 - -

As éreas ricas em tecido adiposo foram de facil observacdo, sendo possivel notar o
revestimento por células mesoteliais continuas (Figura 30) e escassas fibrilas de colageno em
regido submesotelial. Os adipocitos caracterizavam-se por volumoso citoplasma palido e
nacleo, muitas vezes imperceptivel, ou deslocado para a periferia (Figura 30). A camada
submesotelial constitui-se por numerosos adipdcitos, vasos sanguineos e tecido conjuntivo
similar, porém mais escasso que o0 observado na regido translucida (Figura 31).
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Figura 30. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando &rea rica em
tecido adiposo. Obj. 20. (H&E). Observe a monocamada de células mesoteliais que recobre a
superficie com evidéncia do nucleo basofilico (seta). Note os adipécitos (Ad) com seus nucleos
periféricos (cabeca de seta) e volumoso citoplasma claro.

Figura 31. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area rica em
tecido adiposo. Obj. 40 (H&E). Note a camada mesotelial (setas) e submesotelial com fibras
colagenas e fibroblastos e raras células inflamatdrias (cabeca de seta).
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Figura 32. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area rica em
tecido adiposo e infiltrado inflamatério misto (cabeca de seta) em area de transicdo para area
translucida. Note os septos que dividem a area adiposa (setas). Obj. 10 (H&E).

O infiltrado inflamatorio era mais escasso que nas cadelas na regido rica em adipocitos
sendo observado, em geral, raros neutrofilos (Figuras 32 e 33) junto aos vasos sanguineos como
discriminado no Quadro 4. Manchas leitosas ndo foram encontradas na area adiposa (Figuras
32 e 33) do omento das gatas analisadas. Nos locais onde havia grupos de células inflamatérias
as células mesoteliais e membrana basal aparentemente eram continuas.
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Figura 33. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando margem de
uma é&rea rica em tecido adiposo com infiltrado inflamat6rio misto (cabeca de seta), fibras
colagenas, fibroblastos e tecido conjuntivo entremeados aos vasos sanguineos. Obj. 40 (H&E).

4.4 Imunohistoquimica

4.4.1 Imunohistoquimica das amostras de cadelas

Na anélise imunohistoquimica de amostras omentais de 10 cadelas notamos um numero
escasso de células do sistema imune na maioria das amostras. Com o marcador CD79a (linfdcito
B) encontramos um numero que variou entre 0-3 linfécitos B/5campos, apenas duas pacientes
tiveram um numero maior de células marcadas, em uma cadela (n° reg. 39288) evidenciaram-
se 146 linfocitos B/5campos (Figuras 34) e em outra (n° reg. 39431) 32 linfocitos B/5campos
(Figura 35). Com o0 marcador CD3, somente uma paciente (n° reg. 39288) continha 33 linfocitos
T (Figuras 36), as demais ndo apresentaram marca¢do. Com o marcador Ibal (macréfago e
célula dendritica), quatro animais tiveram contagem entre 11 e 29 células/5 campos, sendo que
a metade teve uma populacdo de macrdfagos e células dendriticas maior (Quadro 5), a saber:
94, 110 (Figura 37), 145, 497 (Figura 38) e 506 células/5 campos (Figuras 39 e 40). Por
estatistica descritiva, a mediana foi de 29 macréfagos e células dendriticas/5 campos marcados
na area transldcida, excluindo os dois resultados considerados outlier (497 e 506 células).
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Quadro 5. Numero de células marcadas, localizadas na area transllcida, com o0s
anticorpos primarios CD3 (linfocito T- Bio-Rad®), CD79 (linfdcito B - Invitrogen®) e Ibal
(células dendriticas e macrofagos - Invitrogen®) pela anélise de imunohistoquimica de 10
amostras omentais de cadelas.

N° Reg. da lamina Area translicida
(cadelas) (n° de células/5 campos)
CD79a CD3 Ibal
38704 1 0 11
38710 0 0 NP
39062 1 0 13
39087 1 0 29
39194 3 0 110
39288 146 33 506
39430 2 0 20
39431 32 0 497
39506 0 0 145
39505 0 0 94

*Lamina com defeito na preparacao, ndo pesquisado (NP).
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Figura 34. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
transltcida com linfocitos B em destaque pelo marcador CD79 com coloragdo amarronzada em
evidéncia alguns sinalizados (cabeca de seta preta A e amarela B). Obj. 40.
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translucida com linfécitos B em destaque pelo marcador CD79 com coloracdo amarronzada
(cabeca de seta). Obj. 40.

translicida com linfocitos T em destaque pelo marcador CD3 com coloragdo amarronzada
(cabeca de seta). Obj. 40.
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Figura 37. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta). Obj. 40.
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Figura 38. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com

coloracdo amarronzada (cabeca de seta). Obj. 40.
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Figura 39. A e B. Fotomicrografias de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando

area transltcida com macréfagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta preta em A e amarela em B). Obj. 40.

V.
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Figura 40. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloracdo amarronzada (cabeca de seta). Obj. 40.

Na area rica em tecido adiposo o numero de células de defesa foi escasso, ndo houve
marcacao de células pelos marcadores CD79a e CD3, no marcador Ibal foi possivel notar entre
0-8 células dendriticas ou macrofagos/5 campos (Figura 41), 3 pacientes revelaram um nimero
maior de 21, 31 e 51 células dendriticas ou macrdfagos/5 campos, assim como demonstrado no
Quadro 6. Por estatistica descritiva, a mediana foi de 6 macréfagos e células dendriticas /5
campos marcados na &rea adiposa.
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Figura 41. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de cadela evidenciando area
adiposa com macréfagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com coloragéo

amarronzada (cabeca de seta) na camada submesotelial. Obj. 40.

Quadro 6. Numero de células marcadas, localizadas na area rica em tecido adiposo, com
anticorpos primarios Iba 1 (macrdfagos e células dendriticas - Invitrogen®) pela analise de
imunohistoquimica de 10 amostras omentais de cadelas.

N° Reg da lamina Ibal
(cadelas) (n° de células/5 campos)

38704 3
38710 NP
39062 2
39087 4
39194 8
39288 31
39430 21
39431 51
39506 6
39505 2

*Lamina com defeito na preparacdo, ndo pesquisado.

Comparamos as células que foram marcadas pelo Iba 1 (células dendriticas e macr6fagos)
entre as regides omentais estudadas (&rea translicida e rica em adipocitos) pelo teste de Mann
Whitney, uma vez que foram dados considerados ndo paramétricos. Houve diferenca estatistica
significante, sendo p = 0,034 (p<0,05).

4.4.2 Imunohistoquimica das amostras de gatas
Na analise imunohistoquimica de 12 amostras omentais de gatas notamos a presenca de
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células da populacdo imune avaliadas somente na area translicida. Nesta regido pelo marcador
CD79a (linfocito B) encontramos 1 linfocito B/5campos apenas em dois animais. No marcador
CD3, nenhuma célula foi corada pelo marcador de linfocitos T (Figura 42) e, no marcador Ibal
(macrofago e célula dendritica) a contagem foi 0-12 células/5campos (Figura 43). Assim como
demonstrado no Quadro 7. Por estatistica descritiva, a mediana foi de 2 macrdfagos e células
dendriticas /5 campos marcados na area translicida.

Assim como nas laminas de histologia, a manutencéo da integridade da area translicida
nos felinos foi dificil, provavelmente devido a espessura mais fina desta regido.
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Figura 42. Fotomicrografia de amostra de omento saudavel de gata evidenciando area
translicida sem células em destaque pelo marcador CD3. Obj. 40.
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Figura 43. Fotomlcrografla de amostra de omento saudavel de gata eV|denC|ando area
translicida com macrofagos e células dendriticas em destaque pelo marcador Iba 1 com
coloragcdo amarronzada (cabeca de seta). Obj. 40.
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Quadro 7. Numero de células imunomarcadas, localizadas na area transldcida, com
anticorpos primarios Iba 1 (macrofagos e células dendriticas - Invitrogen®) pela anélise de
imunohistoquimica de 12 amostras omentais de gatas.

N° Reg da lamina Ibal
(gatas) (n° de celulas/5 campos)
38952 2
38953 10
39088 7
39117 12
39130 2
39217 0
39284 0
39285 1
39286 3
39287 0
39429 4
39508 0

Na regido rica em tecido adiposo das gatas ndo foram coradas células por nenhum dos
marcadores utilizados (CD3, CD79 e Ibal).

4.5 Microscopia Eletronica de Varredura

4.5.1 Microscopia eletronica de varredura das amostras omentais das cadelas

Na visualizacdo do omento de cadelas na microscopia eletronica de varredura (MEV) a
percepcao das duas regides distintas visivel, com uma area transltcida (Tr) e outra rica em
tecido adiposo (Ad) (Figura 44). A area Tr possui a aparéncia de rede, com finas trabéculas que
se comunicam com a adiposa (Figura 45. A), e foi observada a transicdo clara entre uma area e
a outra (Figura 45. B).
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Figura 44. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. Note
as duas areas distintas: area translucida (tr) e area rica em tecido adiposo (ad). Magnificacdo
49x.
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Figura 45. icroscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. A.
Note a transicdo da area adiposa para a transltcida. Magnificagdo 183x.

e
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Na area transltcida o diametro das trabéculas variou entre 19,63 um a 375,43 um, com
média de 91,83 um nas cadelas. Calculamos os didmetros de 30 trabéculas em cada paciente
cuja area translucida foi registrada. Ainda, calculamos diametros de 10 fenestracdes proximas
a area adiposa (média de 60,58 um) e 10 no centro da &rea transltcida (média de 238,83 um).
Percebemos que as fenestras possuiam menor didmetro quando estavam proximas a area
adiposa e, a medida que se distanciavam dos adipdcitos, eram mais largas (Figura 46).
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Figura 46. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela. Note
que as fenestras da area transllcida (tr) possuem menor didmetro préximas a area adiposa (ad)
e aumentam seu didmetro a medida que se distanciam dos adipécitos. Magnificagdo 101x.

Em maior magnificacéo da area Tr, foi possivel notar aumento de didmetro na parede da
trabécula que sugere ser o local do nlcleo da célula mesotelial, que reveste esta regido (Figura
47). A superficie das trabéculas é irregular, com minusculas projecdes como é possivel notar
na Figura 47; ndo foram percebidas microvilosidades na superficie da area Tr.

< _d . ;1 ‘l ; 3 (" ( —
Figura 47. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela

evidenciando detalhes da area transldcida. A. Note o arranjo das fenestracdes e o nlcleo da
célula mesotelial (seta). B. Em evidéncia o nlcleo de uma célula mesotelial.
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Figura 47. Continuacdo. C. Observe que a superficie das trabéculas é irregular, com
minusculas projecdes (cabega de seta). Magnificacdo 744x.

Na andlise da area Tr além das fenestracBes notadas na configuracdo de rede, foi
observado nas cadelas a distribuicao aleatoria de minasculos orificios, que denominamos poros,
localizados entre as trabéculas, como é demonstrado na Figura 48. O didmetro destes poros
variou entre 2,9 um e 24,67 um, com média de 15,15 um. Ainda, foi notado na Cadela 1 uma
projecdo em uma de suas fenestras, conforme demonstrado na Figura 49, que mediu 322,88 um
de comprimento.
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evidenciando detalhes da &rea translicida. A. Note dois poros no arranjo das fenestragdes.
Magnificacdo de 368x. B. Em evidéncia dois poros (setas amarelas). Magnificagdo de 2,15Kx.
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Figura 49. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area transltcida. Note uma projecao entre uma das trabéculas (cabeca
de seta) e os poros (seta) entre as fenestracdes. Magnificacdo de 324x.

~

A drea rica em tecido adiposo (Ad) das cadelas possui um arranjo semelhante a um
plastico bolha, devido a impressdo que os adipdcitos, um ao lado do outro em intimo contato,
fazem, adjacentes as células mesoteliais (Figura 50. A), regido ja descrita como semelhante a
paralelepipedos. Uma vez que os adipécitos sdo estruturas arredondadas e encontram-se
subjacentes & camada mesotelial ha esta conformacéo; eles formam uma espécie de impressao
sob as células mesoteliais que sdo pavimentosas. A superficie da area Ad é irregular com
minusculas projecoes (Figura 50. B) quando visualizada na vista lateral. Algumas imagens de
MEYV revelaram estruturas na superficie do omento semelhantes a cristais, porém acreditamos
estar associado ao preparo da amostra, uma vez que apoés a interacdo do feixe de elétrons do
microscopio com a amostra omental, a superficie da regido percorrida por eles tornou-se mais
regular (Figura 51).
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Figura 50. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note o arranjo das células mesoteliais
semelhante a paralelepipedos. Magnificacdo de 130x. B. Em maior magnificacdo (345x)
percebemos que a superficie é irregular e apresenta minusculas projegdes (seta) em vista lateral
com algumas em destaque.
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Figura 51. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da interseccdo da area rica em tecido adiposo com a translicida. A. Note
a origem de um dos lados de uma trabécula, com a superficie regular. Magnificacdo de 1,28KXx.
B. Regido anterior apds a interacdo dos feixes de elétrons do microscopio eletrdnico.
Magnificacdo 513x. Note a area recém visualizada mais regular (seta), sem os cristais
observados ao redor.

Na area Ad notamos em duas cadelas algumas estruturas arredondadas que pareciam se
projetar e que, eventualmente, se romperam ou se abriram (Figura 52). E possivel que sejam
adipdcitos que emergiram da area adiposa, pois, em geral, sdo estruturas arredondadas e todas
sdo de tamanho parecido, cujo didmetro variou entre 68,460 um a 105,903 um, com média de
84,204 um. Os dados referentes as medicdes de area, comprimento e largura destas estruturas
estdo no Quadro 7.

Quadro 7. Dados referentes as medicGes de area, comprimento e largura das estruturas
arredondadas localizadas na superficie da area adiposa do omento de cadelas.

Projecoes
arredondadas A B C D
cadelas (um)
Area 2885,248 9137,935 13215,735 6001,877
Eixo longitudinal 52,930 102,810 156,234 108,237
Eixo transversal 71,122 105,903 91,333 68,460
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Figura 52. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note em A uma projecao arredondada do
omento integra (magnificacdo 712x) e em B apds sua ruptura/abertura (magnificagcdo 680x),
assim como em C. Magnificacdo de 777x.
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Figura 52. Continuacdo. Microscopia eletrénica de varredura de amostra omental saudavel de
cadela evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note uma projecdo arredondada
do omento em C (magnificacdo de 777x) e em D apds sua ruptura/abertura. Magnificagéo 712x.

Ao longo da superficie do omento na area Ad encontramos, em todas as cadelas,
minusculos orificios na superficie do tecido (Figura 53), cujo didametro variou entre 56,9 um e
252,45 um, com média de 135,2 um. Por um destes orificios havia uma estrutura que parecia
se projetar através dele (cadela numero 13), o que nos leva a crer que seja um canal (Figura 54).
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Figura 53. Microscopia eletrdnica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note em A um orificio localizado na
superficie omental (magnificacdo 578x) e em B dois orificios préximos. Magnificacdo de 162x.
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Figura 54. Microscopia eletrdnica de varredura de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. Note um orificio localizado na superficie
omental e uma estrutura que se projeta através dele. Magnificagdo 524x.

4.5.2 Microscopia eletronica de varredura das amostras omentais das gatas

Na visualizacdo do omento de seis gatas na MEV a percepcdo das duas regides distintas
foi visivel, com uma éarea transltcida (Tr) e outra rica em tecido adiposo (Ad) (Figura 55). A
area Tr possui a aparéncia de rede, com finas trabéculas que se comunicam com a adiposa
(Figura 55), sendo possivel visualizar a transi¢do clara entre as regifes quando analisamos em
maior magnificacdo (Figura 56).
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Figu ra 55. Microscopia eletronica de varredura de amostras omentais de gatas. A. Note as duas
areas distintas: area translicida (tr), rica de fenestras (f), e a area rica em tecido adiposo (ad).
Magnificacdo 189x. B. Magnificacdo 181x.
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Figua 56. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental de gata. Note a transicdo
entre as duas areas distintas do omento: &rea transllcida (tr), com algumas fenestras em
evidéncia (f) e a area rica em tecido adiposo (ad). Magnificacdo 700x.

O omento das gatas possui fenestras por toda sua rede com padrdo de tamanho
homogéneo; ndo demonstraram aumento conforme se distanciam da &rea de transicdo entre a
area Tr e a Ad (Figura 57. A). Notou-se também que entre as fenestras ha areas com tecido
continuo evidente que foi denominado como septos da &rea translicida (Figura 57. B).
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Figura 57. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da area translicida. A. Note que a area translicida se assemelha a uma rede.

Magnificagdo 130x. B. Note area entre as fenestras com tecido continuo. Magnificacdo 197x.

Ao se aproximar da area translicida notamos que as fenestras possuem sua superficie
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irregular, com aumento abrupto do diametro em algumas regides que sugere representar o
nacleo das células mesoteliais de revestimento. Ainda, alguns animais demonstraram as redes
mais finas como na Figura 58.

Figura 58. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da area translicida. A. Note a area transltcida com finas fenestras. Magnificacdo 503x.
B. Note a superficie irregular das fenestras com o nucleo de algumas células mesoteliais (seta
amarela). Magnificacdo 593x. C. O nucleo de uma célula mesotelial em destaque na seta
amarela. Magnificacdo 4,55Kx.

A &rea rica em gordura revelou diferencas em sua distribuicdo. Em algumas areas a presenca
dos adipdcitos é evidente, demonstrando serem estruturas arredondadas que se encontraram
subjacentes a camada mesotelial que, por vezes, formaram uma espécie de impressao sob as
células mesoteliais achatadas se destacando (Figura 59. A). Em um animal inclusive os
adipdcitos pareciam se destacar dos demais (Figura 59. B e C).
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Flgura 59 Mlcroscopla eletrnica de varredura de amostra omental de gata evidenciando
detalhes da area adiposa. A. Note duas apresentacOes distintas com e sem a impressao
subjacente das celulas adiposas. Magnificacdo 139x. B. Note uma area com exposi¢do das
células adiposas arredondadas. Magnificagdo 353x. C. Uma célula adiposa se destaca das
demais. Magnificagdo 1.13Kx.

Na area Ad notou-se, em quatro gatas, algumas estruturas arredondadas que pareciam se
projetar (Figura 60). Em geral, eram estruturas arredondadas que variaram seu didmetro entre
6,226 um a 29,999um, com média de 14,0721um.
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Figura 60. Microscopia eletrbnica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da &rea rica em tecido adiposo. Note em A inUmeras projecGes
arredondadas do omento integras (magnificacdo 778x) e em B ap6s aumento da magnificacdo
(3.62KXx).

Ainda, na area Ad observou-se, em metade das gatas, algumas estruturas arredondadas
que pareciam se projetar. Algumas delas assemelham-se as estruturas anteriores e que,
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eventualmente, se romperam ou se abriram (Figuras 61, 62 e 63), outras que eram estruturas
arredondadas maiores que variaram o diametro entre 103,179 um e 164,247 um (média de
122,136 um) algumas com minusculas aberturas centrais (Figuras 62 e 63). Os dados referentes
as medicdes de area, comprimento e largura destas estruturas estdo no Quadro 8.

Figura 61. Microscopia eletrdnica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da &rea rica em tecido adiposo. Note duas projecOes arredondadas do
omento (seta amarela) ap6s sua ruptura/abertura. Magnificacdo 606x.

Quadro 8. Dados referentes as medigdes de area, comprimento e largura das estruturas
arredondadas localizadas na superficie da area adiposa do omento de gatas.

Projecoes
arredondadas A B C D
cadelas (um)
Area 15357,841 14609,052 34833,540 23180,817
Eixo longitudinal 160,237 125,649 239,965 152,597
Eixo transversal 125,665 153,923 181,240 188,201

79



Figura 62. Microscopia eletronica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura na superficie
arredondada que se destaca na area adiposa (seta branca) em magnificacdo de 160x. B. Em
maior magnificacdo (811x). C. Estrutura vista de frente, diametro de 240 um, destacando sua
abertura/ruptura (seta branca). Magnificacdo de 1,15Kx.
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e amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura na superficie
arredondada, com didmetro de 152,5 um, que se destaca na &rea adiposa (seta amarela).
Magnificacdo de 368x. B. Em destaque sua abertura (seta amarela). Magnificacéo de 687x.




Na analise de toda superficie omental das gatas notamos em duas pacientes duas
estruturas alongadas na area adiposa, como proje¢fes omentais, que podem ser visualizadas na
Figura 64.

Figura 64. Microscopia eletrbnica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note uma estrutura alongada (seta
amarela) na superficie, com comprimento de 121,802 um, que se destaca na area adiposa.
Magnificagdo de 1,12Kx. B. Observe outra estrutura alongada (seta amarela), com
comprimento de 559,5 um na superficie. Magnificacao de 241x.
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Ao longo da superficie da area adiposa observamos aberturas que denominamos de
poros em pelo menos duas pacientes, cujo diametro foi de 12,938 um (Figura 65. A) e 63,380
um (Figura 65. B).
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Figura 65. Microscopia eletrbnica de varredura de amostra omental saudavel de gata
evidenciando detalhes da area rica em tecido adiposo. A. Note dois poros na superficie da area
adiposa (seta amarela). Magnificagdo de 2,81Kx. B. Em evidéncia outro poro. Magnificagédo de
285X.

4.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

4.6.1 Microscopia eletronica de transmissao das amostras omentais das cadelas

Foi perceptivel, também pela microscopia eletronica, as duas areas distintas do omento:
area transldcida (Tr) e rica em tecido adiposo (Ad). Na area Tr foi possivel perceber seu
revestimento por uma camada Unica de mesotélio, sendo que em alguns cortes ultrafinos,
notamos a presenca das células mesoteliais alongadas e com ndcleo mais eletrodenso (Figura
66). Ainda, abaixo do mesotélio percebemos a camada submesotelial com tecido conjuntivo
disperso, fibrilas de colageno, eventuais fibroblastos e vasos sanguineos espalhados de forma
aleatoria (Figura 66). Em volta dos vasos sanguineos por vezes foram notadas células
endoteliais que revestiam a estrutura (Figura 66 e 67. A). Em alguns cortes ultrafinos notou-se
fibroblastos com feigdes caracteristicas de intensa sintese proteica devido a dilatagdo das
cisternas do reticulo endoplasmatico granular no citoplasma celular (Figura 67. B).
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Figura 66. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra de omento saudavel de cadela
evidenciando area transldcida revestida por células mesoteliais e uma camada submesotelial.
A. Note a célula mesotelial alongada (seta) e a camada submesotelial composta por tecido
conjuntivo, fibrilas de colageno e um vaso sanguineo (asterisco) com suas células endoteliais
no entorno (cabeca de seta). B. Note em destaque a célula mesotelial medindo 8,3 um e as
fibrilas de colageno (cabeca de seta branca).

Além de macrofagos, foram observados em uma das amostras da Cadela 4 (Figura 68)
pelo menos 34 plasmécitos medindo em média 5,6 um de diametro, com seu reticulo
endoplasmatico granular evidente localizado no citoplasma, caracteristico destas células
(Figura 69 e 70). Também foi notado nesta paciente a presenca de uma célula desorganizada,
possivelmente em processo de apoptose (Figura 70).
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Figura 67. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra de omento saudavel de cadela
evidenciando area transllcida revestida por células mesoteliais e uma camada submesotelial
com inmeras fibrilas de coladgeno (cabeca de seta branca). A. Note um fibroblasto medindo 12
pUm com seu nucleo alongado na camada submesotelial (cabeca de seta preta) e um vaso
sanguineo (asterisco). B. Observe o citoplasma de um fibroblasto com as cisternas do reticulo
endoplasmatico granular dilatadas (seta preta) evidenciando intensa sintese proteica.

Figura 68. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando infiltrado inflamatério em area translicida. Note na camada submesotelial a
presenca de fibroblastos (seta) e plasmacitos (cabeca de seta), fibrilas de colageno e um vaso
sanguineo (asterisco).
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Figura 69. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando infiltrado inflamatério misto em area translicida (Tr). A. Note as células
mesoteliais recobrindo a area Tr (seta) e na camada submesotelial a presenca de plasmdcitos
(cabeca de seta), fibrilas de colageno e tecido conjuntivo. B. Nota-se a presenca de um vaso
sanguineo (asterisco), uma célula endotelial (ev), plasmdcitos (cabeca de seta) perivascular e
um macrdfago (mc) intravascular em processo de fagocitose.
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Figura 70. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando infiltrado inflamatorio misto em area transltcida. A. Note a presenca de inimeros
plasmdcitos na camada submesotelial dispersos no tecido conjuntivo e uma célula em apoptose
(ap). B. Com maior magnificacéo note as cisternas do reticulo endoplasmatico granular (REG)
estreitas e paralelas dispersas no citoplasma dos plasmécitos.

A area rica em tecido adiposo na microscopia eletronica de transmissdo nas cadelas foi
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visualizada facilmente, entretanto, pelos adipocitos serem células grandes em comparacao as
demais do omento, os cortes ultrafinos acabam revelando somente pequenas partes deles, e néo
foi encontrado o revestimento mesotelial desta regido por esta analise. Notou-se 0 contato
intimo entre cada adipdcito, como é visivel na Figura 71. Em maior magnificacdo notamos que
existem pequenos vacuolos na membrana celular do adipdcito (3 animais), cujos diametros
variaram entre 0,052 pum e 0,738 um, com média de 0,26 um (Figuras 71 e 72). Nos cortes
ultrafinos observou-se entre os adipdcitos vasos sanguineos e fibrilas de colageno (Figuras 72
e 73), e as células endoteliais em diferentes cortes (Figura 73. A e B).

Figura 71. Microscopia eletrénica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela
evidenciando &rea rica em tecido adiposo. A. Note o intimo contato entre trés adipécitos. B.
Com maior magnificacdo note os vactolos na membrana do adipécito (seta) e a matriz
intercelular.

Figura 72. Microscopia eletrénica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela de
area adiposa. Note um vaso sanguineo (asterisco) em corte transversal entre trés adipdcitos além
do vactolo na membrana (seta) e as fibrilas de colageno no intersticio celular.
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Figura 73. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de cadela em
evidéncia a area adiposa. A. Interseccao entre trés adipocitos revelando o nicleo de uma célula
endotelial (cabeca de seta). B. Em maior magnificacdo observe os vactiolos na membrana (seta)
do adipdcito. C. Regido submesotelial da area adiposa repleta de fibrilas de colageno e um
fibroblasto em contato intimo com dois adipdcitos (fb) e os numerosos vactolos na membrana
do adipdcito (seta).

4.6.2 Microscopia eletronica de transmissdo das amostras omentais das gatas

Durante a analise dos cortes ultrafinos das gatas alguns achados dificultaram a analise;
eles apresentaram inimeras dobras, pouco ou excesso de material contrastante e “dentes” da
navalha de diamante muitos marcados no momento da analise. Estes achados atrapalharam a
visualizagdo da area transllcida, dessa forma, apenas a area adiposa foi registrada.

Na area rica em tecido adiposo ndo foi possivel encontrar o revestimento mesotelial,
notamos o intimo contato entre as células adiposas e tecido conjuntivo na camada submesotelial
(Figura 74). Assim como nas cadelas, devido ao fato de os adipécitos serem células grandes em
comparacgdo as demais do omento, os cortes ultrafinos acabam revelando somente pequenas
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partes deles. Em maior magnificagdo notamos que existem pequenos vacuolos na membrana
celular do adipdcito (2 animais) cujos didmetros variaram entre 0,25 pum a 0,729 um, com média
de 0,47 pm (Figuras 75 e 76). Alguns cortes ultrafinos revelaram 0s vasos sanguineos
entremeados entre os adipdcitos, fibroblastos e fibrilas de coldgeno (Figuras 75 e 76).

Figura 74. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de gata
evidenciando area rica em tecido adiposo. A. Note o intimo contato entre quatro adipocitos (ad)
e a camada submesotelial com tecido conjuntivo disperso e fibrilas de colagenos (seta) notadas
em B com maior magnificacéo.

Figura 75. Microscopia eletrnica de transmissao de area adiposa de amostra omental saudavel
de gata. A. Intersec¢do entre seis adipdcitos e dois vasos sanguineos (asterisco) entre eles. B.
Nucleo de uma célula endotelial mais eletrodenso (cabeca de seta) e fibrilas de colageno menos
eletrodensas (seta).
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Figura 76. Microscopia eletronica de transmissdo de amostra omental saudavel de gata em
evidéncia a area adiposa. Em destaque note os vacuolos entre os adipdcitos, o nucleo de um

fibroblasto (cabeca de seta) e as fibrilas de colageno com menor eletrodensidade (setas).

Nas imagens registradas de microscopia eletronica dos 6 animais ndo foram visualizadas
células inflamatorias na area adiposa.

5 DISCUSSAO

Durante as analises macroscopica, por histologia, imunohistoquimica e microscopia
eletronica das amostras omentais de cadelas e gatas ndo foram encontradas as classicas manchas
leitosas (Milky spots), estruturas especializadas e organizadas presentes nas areas ricas em
tecido adiposo no omento do homem (LIU et al., 2016; WANG et al., 2019) e de ratos
(WILKOSZ et al., 2005). Essas estruturas sdao compostas por mais de 600 células imunes
(SHIMOTSUMA et al., 1991) em sua maioria macré6fagos, e em menor quantidade, linfocitos
B e T (KRIST et al., 1995; YILDIRIM et al., 2010; WANG et al., 2019). Ao contrério do
observado nessas espécies, notou-se algumas células imunes, em maior nimero macréfagos, na
area translicida principalmente préximo aos vasos sanguineos das cadelas e gatas.

Os omentos de cadelas e gatas, macroscopicamente, revelaram ser semelhantes no que se
refere & presenca de duas &reas distintas: uma area transltcida fina com aspecto de rede (repleta
de fenestras) e uma rica em adipdcitos, analogo ao observado no omento saudavel de cédes
(HUYGHE et al., 2015), de ratos (WILKOSZ et al., 2005) e do homem (WILKOSZ et al., 2005;
WANG et al., 2019). A manipulac&o e no preparo para as analises, o omento das gatas revelou
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ser mais fragil, rompendo-se facilmente, principalmente na area translucida.

Esclarecer a composigdo omental auxilia diretamente na compreenséo de sua fungéo e
aplicacdo cirdrgica, tanto no interior da cavidade abdominal quanto extra peritonealmente. O
revestimento omental nas espécies estudadas era composto por células mesoteliais distribuidas
em uma camada Unica e continua sobreposta a camada submesotelial constituida por diferentes
células dependendo da regido observada, assim como observado por outros autores na espécie
canina (HUYGHE et al., 2015), em ratos e humanos (WILKOSZ et al., 2005). Esta composicao
era esperada uma vez que 0 omento é originario do peritdnio que recobre as visceras abdominais
e as cavidades serosas (MUTSAERS, 2002; ISAZA-RESTREPO et al., 2018).

Na histologia das amostras omentais de cadelas e gatas, nos locais onde havia grupos de
células inflamatorias, as células mesoteliais e a membrana basal aparentemente eram continuas,
distintamente do observado em ratos (WILKOSZ et al., 2005) e no homem (KRIST et al., 1995,
YILDIRIM et al., 2010) cuja camada mesotelial era descontinua na altura dos aglomerados de
células de defesa (MS), sugerindo abertura para possivel migracéo celular. Nao se verificou
tambeém descontinuidade das células mesoteliais e da membrana basal no Unico estudo realizado
em cdes saudaveis (HUYGUE et al., 2015). E provavel que em animais com afeccdes
abdominais seja possivel observar mudanca nessa conformacao.

Apesar das células mesoteliais serem conhecidas pela presenga de suas microvilosidades
apicais (MUTSAERS, 2002; van BAAL et al., 2017), ja visualizadas anteriormente em outras
espécies (WILKOSZ et al., 2005; HUYGHE et al., 2015), nas analises de MET elas ndo foram
observadas nos animais estudados. Provavelmente devido ao estado de saude dos animais, uma
vez que a densidade e a distribuicdo das microvilosidades podem modificar-se conforme o
estado fisioldgico ou patoldgico do paciente (YUNG & CHAN, 2012). Acredita-se que estas
estruturas estejam associadas a captura de bactérias (WANG et al., 2013) e, portanto, devem
manifestar-se em animais com afec¢des instaladas na cavidade abdominal, distintamente dos
pacientes de nosso estudo que eram saudaveis.

A cléssica apresentacdo de OALT (Milky spot), com cada agregado constituido por mais
de 600 células imunes, como descrito em omento saudavel de homens (SHIMOTSUMA et al.,
1991), ndo pode ser confirmada em cadelas e gatas no exame microscopico.
Macroscopicamente, a olho nu, também ndo havia indicacbes da presenca de MS.
Consequentemente, a presenca de aberturas entre as células mesoteliais a nivel dos MS,
descritas em alguns estudos (KRIST et al. 1995; YILDIRIM et al., 2010), ndo foi identificada
nos omentos caninos e felinos. No trabalho em caes, os agregados de células imunes, MS nédo
ultrapassaram 25 células (HUYGUE et al., 2015).

Por outro lado, Wilkosz e colaboradores (2005), mencionam a presenga de MS na area
adiposa do omento de ratos, descrevendo-os como densos agregados de células inflamatorias,
entretanto, ndo quantificam essas celulas e na tnica figura do trabalho que diz respeito as MS,
esse agregado ndo tem mais que 600 células. Ao que tudo indica, para caes e gatos, e até mesmo
em ratos, esses agregados podem nao ser numericamente similares aos que ocorrem no homem,
e esse aspecto precisaria ser melhor definido, para ndo haver confusdo quanto a existéncia, ou
ndo, dos MS nas espécies animais.

Em humanos e ratos, a populacdo de células de defesa encontradas no omento
(MS/OALT) situam-se na area rica em adipocitos (WILKOSZ et al., 2005; WANG et al., 2019).
Porém, nas amostras de omento das cadelas e gatas avaliadas, estes achados foram distintos,
tendo sido encontrado maior numero de células imunes na area translicida; comparamos o
namero de células coradas pelo marcador imunohistoquimico Iba 1 (macrofagos e células
dendriticas) detectadas na area translicida com a adiposa e houve diferenga estatistica
significativa (p = 0,034) nas amostras de cadelas. Nas gatas, detectamos células coradas pelo
Iba 1 somente na area translicida. O mesmo quadro foi observado na anélise histologica do
omento de cadelas e gatas que havia mais células inflamatorias na regido translucida. Em quatro
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cadelas havia mais de 50 células, entre macréfagos, neutréfilos e, em duas destas pacientes,
plasmocitos. Nas demais cadelas havia raros neutrofilos e macrofagos proximo aos vasos
sanguineos. Nas gatas, junto aos vasos sanguineos, havia na area translicida agregados de até
5 neutrofilos e macréfagos em trés animais, nos demais havia raros neutréfilos e macrofagos.
Na area adiposa em ambas as espécies notaram-se raros neutréfilos junto aos vasos sanguineos.
Verificou-se maior nimero de células inflamatérias junto aos vasos sanguineos em area de
transicdo entre a area translucida e adiposa.

Na andlise por imunohistoquimica utilizamos o marcador Ibal que detecta macrofagos e
células dendriticas, e foi impossivel em nossa anélise a diferenciacéo destas células. Como os
principais estudos que analisaram a composi¢do do omento do homem (KRIST et al., 1995;
YILDIRIM et al., 2010; LIU et al., 2016) revelaram um maior numero de macréfagos nas MS,
dessa forma, foi considerado em nosso trabalho que as células que foram imunomarcadas por
este anticorpo nas amostras de cadelas e gatas, também sejam macréfagos.

No omento das espécies estudadas, em geral, foram encontrados parcos linfocitos B e T
maduros por meio da imunohistoquimica, principalmente na area translicida. Nesta regido
omental, o numero foi maior em uma cadela, com 146 linfocitos B, 33 linfdcitos T e 506
macrofagos e células dendriticas. A populacdo de célula de defesa mais encontrada em cées
foram os macrofagos e células dendriticas com variacdao de 0-506 células/5 campos, (animais
com 94, 110, 145, 497 e 506 células/5 campos). Na espécie felina, detectamos 0-12
células/5campos (mediana 2 células/5campos). Acreditamos que a contagem de células imunes
elevadas nas duas cadelas e em uma gata pode ter ocorrido devido as caracteristicas individuais
dos pacientes, pois estudos humanos detectaram algum grau de discrepancia na proporcao entre
as células de defesa omentais (PLATELL et al., 2000; YILDIRIM et al., 2010), existindo
também proporcdes varidveis de macrdfagos e linfocitos observadas entre manchas leitosas
individuais (LIU et al., 2015). A evidenciacgdo celular pelo marcador Iba 1 foi mais significativa
na regido translicida das cadelas e gatas estudadas a imunohistoquimica, considerando-se,
portanto, que os macrofagos foram as células em maior nimero nessa regido.

Na area translicida de cadelas, pela imunohistoquimica algumas células foram coradas
pelo marcador Ibal de macr6fagos, com variagdo de 0-31 células/5 campos, houve pouca
marcacdo de linfécitos B (0-3 linfécitos B/5campos) e linfocitos T (uma paciente com 33
linfocitos T/5 campos). Estes achados sdo parecidos com estudos de MS nédo estimuladas de
humanos que demonstraram acumulo especifico pré-formado, sobretudo de macrofagos no
estroma omental, e secundariamente, por linfécitos B e T (KRIST et al., 1995; YILDIRIM et
al., 2010; WANG et al., 2019). YIdirim e colaboradores (2010) descrevem que, em diferentes
espécies, as MS podem ter uma funcdo distinta em relacéo as populac@es de linfdcitos.

Na area rica em tecido adiposo das cadelas, o numero de células de defesa foi escasso,
nenhuma célula foi corada pelos marcadores de linfécitos B e T; no marcador Ibal foi possivel
notar entre 0-8 células/5 campos; trés pacientes revelaram um ndmero maior: 21, 31 e 51
células/5 campos (mediana 6 células/5 campos). Nas gatas, nenhuma célula foi corada pelos
marcadores usados na imunohistoquimica na area adiposa. Em humanos, existe a hipotese de
as MS reduzirem com a idade do paciente (LIU et al., 2016), entretanto, em animais esta relagdo
ainda ndo foi estabelecida, e em nosso estudo a faixa etaria ndo foi selecionada com o objetivo
desta avaliagdo. Portanto, € necessario a realizacdo de novos estudos com maior nimero de
animais e distintas faixas etarias pré-selecionadas para observar a influéncia da idade na
populacdo imune omental.

Os achados da populagdo imune residente no omento das cadelas e gatas foram
discrepantes - observamos animais com raras células junto aos vasos e outros com mais de 500
células/5 campos. A composi¢do e proporgdo das células imunes omentais demonstra-se
variavel conforme estudos publicados, tanto nos animais quanto no homem (KRIST et al., 1995;
WILKOSZ et al., 2005; YILDIRIM et al., 2010; HUYGHE et al., 2015; LIU et al., 2015).
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Inimeras varidveis podem influenciar na populacdo de células de defesa omentais, como por
exemplo, em humanos acometidos por neoplasias na cavidade peritoneal, a populacdo de
linfécitos T torna-se maior, seguida pelos linfocitos B e macréfagos (LIU et al., 2015). Ainda,
no homem, estas diferencas se justificam uma vez que as MS séo focos de invasao e metéstases
de células tumorais intraperitoneais (LIU et al., 2016). Em animais, ndo ha estudos que
comparam a composi¢do e proporcdo das células de defesa omentais em pacientes com
neoplasmas abdominais ou metastases omentais.

Além disso, na metodologia utilizada, a populacdo de pacientes, o nimero de MS
contadas, a especificacdo dos anticorpos monoclonais utilizados (KRIST et al., 1995; LIU et
al., 2015) também podem influenciar na deteccdo das células imunes omentais. Fatores
associados ao estado de satde do animal talvez possam afetar a populacéo de células de defesa
omentais, pois em humanos, o nimero de MS se eleva em resposta a infecgdo, semelhante a
resposta vascular a inflamacdo (LIU et al., 2016; WANG et al., 2019). Em humanos, Krist e
colaboradores (1995) sugerem que o componente linfocitico dos MS poderia aumentar durante
as peritonites e apresentarem a aparéncia de linfonodos. Portanto, novos estudos sdo necessarios
para analisar o omento de animais com afecgdes peritoneais a fim de avaliar a composicdo e
proporcao das células imunes neste tecido.

Uma vez que a marcagdo mais evidente na imunohistoquimica foi aquela produzida pelo
marcador Iba 1, que identifica macréfagos e células dendriticas, consideradas apresentadoras
de antigeno (APC’s) pode-se especular que estes achados revelam funcdo do omento na
ativagdo dos linfécitos T, pois as APC’s, por meio do processamento de antigenos, digerem
parcialmente proteinas e geram peptideos que se ligam as moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC). Este processo € essencial, uma vez que os linfécitos T nédo
reconhecem as moléculas antigénicas nativas, somente aquelas com MHC na membrana celular
(JUNQUEIRA, 2004). A funcéo exata dos macréfagos omentais ainda nao é clara, porém, em
um estudo experimental com ratos, estas células do omento desempenharam papel importante
na destruicdo de células tumorais 0 que sugere possivel acdo na prevencdo de recorréncias
peritoneais locais (OOSTERLING et al., 2005).

A maior presenca de macréfagos no omento saudavel das espécies estudadas,
provavelmente se d& como uma reserva ou populacdo transitoria destas células. As APC’s
desempenham um mecanismo relevante na defesa peritoneal, porque as células dendriticas
possuem grande capacidade de capturar e processar antigenos, e na presenca de inflamacédo ou
penetracdo de antigenos, elas se tornam maduras e sdo atraidas para esses locais e, entdo,
migram para os orgaos linfaticos ativando os linfocitos T (JUNQUEIRA, 2004). Como o
omento tem grande capacidade de mobilidade e aderéncias peritoneais (KIRBY, 2017), estas
células podem ser direcionadas por toda a cavidade abdominal através dele.

Os linfocitos T, presentes no omento das espécies estudadas, estdo diretamente associados
a imunidade celular, ou seja, eles reagem e matam células que exibem em sua superficie
moléculas estranhas, como as bactérias ou células virais (JUNQUEIRA, 2004). Os linfocitos B
estdo associados a imunidade humoral quando ativados por antigenos, pois apds proliferacéo e
diferenciacdo, atuam na producéo de anticorpos (plasmacitos) a fim de neutralizar e destruir
moléculas estranhas. Tanto o linfocito B quanto o T ndo se distribuem de forma uniforme nos
orgaos linfoides (JUNQUEIRA, 2004), entdo era esperado encontra-los distribuidos de forma
heterogénea no omento. Wang e colaboradores (2019) consideram que 0 omento e 0s MS sejam,
estrutural e funcionalmente, projetados para isolar bactérias mecanicamente e limitar a
propagacdo da infecgdo, a0 mesmo tempo em que montam uma resposta imune humoral e
citotoxica. Apesar dos MS ndo terem sido observados no omento das cadelas, linfocitos Be T
foram marcados nas analises por imunohistoquimica o que sugere que estas fun¢des possam
ocorrer nesta espécie.

Na MEV da superficie da area rica em tecido adiposo foram observadas inimeras
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estruturas arredondadas que se projetavam externamente nas duas espécies. Acreditamos que
se tratavam de adipécitos, uma vez que os adipocitos do tecido adiposo unilocular podem
aumentar de tamanho, conforme acumulam gordura em seu interior. Suas funcdes
provavelmente estdo associadas a reserva de gordura, uma das caracteristicas omentais mais
conhecida (DOOM et al., 2014; HUYGHE et al., 2015).

Os “poros” observados sob microscopia eletronica de varredura e transmissdo nas
amostras omentais das duas espécies, tanto na superficie da area transltcida quanto na adiposa,
podem facilitar a entrada de substancias em contato com células inflamatérias e outros
mediadores imunoldgicos omentais (WANG et al., 2019). Além dos poros, observou-se nas
areas transllcidas das duas espécies a MEV, inimeras fenestracbes com aparéncia de uma
malha, semelhante a uma rede demonstradas anteriormente em ratos (WILKOSZ et al., 2005),
em gatos (OWAKI et al., 2012) e em cdes (HUYGHE et al., 2015). A conformagdo da area
translucida pode contribuir para adesdo e migracdo transcelular, funcdes do omento (ISAZA-
RESTREPO et al., 2018). Ainda, sendo o omento derivado de peritbnio, 0s poros e as
fenestracBGes podem estar associados ao transporte de fluidos e solutos na cavidade abdominal,
uma vez que o peritonio atua no transporte seletivo de fluidos (MUTSAERS, 2002; SUSAN E
TAK MAO, 2012; van BAAL et al., 2017).

Acreditamos que as estruturas arredondadas com minuscula abertura central (0,15-
0,25mm de didmetro) observadas a MEV, que se projetavam na area adiposa omental de cadelas
e gatas, correspondam aos estdbmatos linfaticos. O estdbmato linfatico é a cavidade formada na
juncéo de duas ou mais células mesoteliais (MUTSAERS, 2002), que comunica diretamente o
sistema linfatico as cavidades serosas para atuar como um tipo de “canal”, relevante para a
migracdo de células de defesa, resposta inflamatéria e drenagem de fluidos do peritonio
(WANG et al., 2010). Estas estruturas também foram consideradas presentes no omento do
homem (MUTSAERS, 2002; WANG et al., 2010). Podem ser essenciais na presenca de
infeccdes abdominais, uma vez que sdo consideradas o portal de entrada na cavidade peritoneal
para células de defesa em resposta a tal afeccdo (WANG et al., 2019).

Os achados da histologia, imunohistoquimica e ultraestrutura do omento saudavel de
cadelas e gatas demonstram que, apesar da auséncia de MS, os quais tem organizagao
especifica, estrutura e composicdo bem descrita em humanos (LIU et al., 2016; WANG et al.,
2020), o omento pode abrigar um numero variavel de células de defesa, e pode desempenhar
papel relevante no combate as doencas instaladas na cavidade abdominal. Na cirurgia
reparadora, a utilizacdo deste tecido é frequente e esta reserva de populacdo imune pode ser
direcionada extraperitonealmente, quando o omento é utilizado em enxertos pediculados ou
livres em outras cavidades ou na superficie corporal. Este recurso é bem explorado na cirurgia
veterinaria (FRANKLIN et al., 2011; STEGEN et al., 2015; MOURA, 2017; KIRBY, 2017,
MACPHAIL & FOSSUM, 2019).

Os gatos, que possuem inimeras dificuldades no reparo cutaneo em comparagao aos cdes
(BOHLING et al., 2006), podem ser beneficiados com retalhos de omento, pois a presenca de
APC’s e outros recursos, como 0s estdmatos linfaticos no omento felino, podem representar
mecanismos importantes na limpeza e combate a infeccdo em feridas cutaneas. Em humanos,
hipotetiza-se que 0 nimero exacerbado de macréfagos em locais de infeccdo em pacientes com
peritonite se da devido a macica migracdo destas células a partir do omento, uma vez que o
trabalho de Di Nicola (2019) demonstrou que esse tecido auxiliou na migragdo ativa a regido
afetada rica em macrofagos; isto indica que o omento é uma fonte de macrofagos para o reparo
intrabdominal e, consequentemente, pode ter efeito semelhante em aplicagbes fora dessa
cavidade. Além disso, a presenca de células-tronco omentais contribuem para as propriedades
clinicamente relevantes desse tecido durante a cicatrizagéo e controle da infeccdo (WANG et
al., 2019), o que pode ser valioso no reparo de feridas em gatos.
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Os beneficios da aplicacdo do omento em cirurgia oncoldgica reconstrutiva ainda nao
foram bem estudados em animais, tendo sido encontrado somente um relato na literatura
veterinaria com seu uso na forma livre em grandes defeitos cutdneos em dois cées
(FERNANDES et al., 2018), com participa¢do da autora. Estudos em ratos e humanos sugerem
que o omento contribui para a recidiva de neoplasias devido a peculiar e rica vascularizacao
pro angiogénica presente em torno das MS (SORENSEN et al., 2009; KOPPE et al., 2014) e ao
fato de as células tumorais contidas no liquido peritoneal ligarem-se preferencialmente as MS
(SORENSEN et al., 2009). Entretanto, como em cadelas e gatas ndo foram identificadas MS, a
influéncia destas estruturas no desenvolvimento tumoral pode ser consideravelmente
modificada.

6 CONCLUSAO

O omento de cadelas e gatas quando avaliado, sem qualquer doenga peritoneal, revelou
ter estrutura anatdbmica semelhante ao observado em ratos e no homem: composto por duas
regides, translucida e rica em tecido adiposo, revestidas por células mesoteliais distribuidas em
uma camada unica e continua, sobreposta a camada submesotelial, e constituida por diferentes
células, dependendo da regido observada. As células mesoteliais que recobrem o omento de
cadelas e gatas ndo apresentam descontinuidade na altura de aglomerados de células imunes,
distinto do observado no omento do homem e de ratos.

A classica apresentacdo de OALT (Milky spots), com cada agregado constituido por
mais de 600 células imunes, como descrito em omento saudavel de homens, ndo pode ser
confirmada em cadelas e gatas. Ndo foram notadas tais regiGes especializadas, apenas
aglomerados de células de defesa, em especial, macréfagos, seguidas de linfécitos B e T;
especialmente, na regido translicida destas espécies, revelam papel importante deste tecido na
defesa imune inata e humoral.

A presenca de estdmatos linfaticos e poros na superficie do omento, e fenestracGes nas
regides translucidas, sugerem mecanismos que podem facilitar a passagem das células de defesa
e transporte através da superficie omental.

A estrutura do omento nas espécies estudadas revela a presenca de mecanismos que
podem contribuir para sua aplicacdo na cirurgia veterinaria, como auxilio ao reparo tecidual.

Devido a auséncia das MS, a relacdo do omento com as neoplasias em caes e gatos precisa
ser melhor estabelecida, visando-se a possibilidade de sua aplicacdo em feridas por exéreses de
massas tumorais.
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8 ANEXOS
ANEXO A
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL
DO RIO DE JANEIRO

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Programa de Pds-graduacdo em Medicina Veterinaria (PPGMV)

Titulo da Pesquisa: “Analises histopatolégica, imunohistoquimica e ultraestrutural de
omento saudavel em cadelas e gatas.”

Nome e e-mail dos Responsaveis pela pesquisa:

- Professora Doutora Marta Fernanda Albuquerque da Silva — martafas@ufrrj.br

- Ana Carolina de Souza Campos (Doutoranda em Medicina Veterinaria— PPGMV UFRRIJ) —
carolinacampos@uftrj.br

Telefone CEUA/UFRRIJ: 2682-3051.

Numero protocolo CEUA: 4549020822.

Prezado (a) Sr. (Sra.),

O Sr.(Sra.) esta sendo convidado(a) a autorizar a participacdo de seu animal em nosso
trabalho de pesquisa, que tem como finalidade analisar 0 omento saudével de cées e gatos por
meio de microscopia eletrbnica e imunohistoquimica. Para isso, sera coletada uma pequena
amostra de omento (2cm x 2cm) durante a realizacéo da cirurgia de castracao de cadelas e gatas,
conhecida no meio médico como ovariossalpingohisterectomia. Sera realizada técnica de
castracdo conforme descrito na literatura médica veterinaria.

Na pesquisa pretendemos realizar, anteriormente a castracdo, a ligadura dos vasos
omentais com fio de sutura absorvivel e posterior coleta de um fragmento do omento, que é um
tecido que esta ligado ao estbmago dos mamiferos e se estende até a cavidade pélvica. Ele €
conhecido popularmente como “policial da cavidade”, pois esta envolvido em inlmeros
processos inflamatdrios/infecciosos levando células de defesa, vascularizacdo, aderindo em
lesGes intra-abdominais impedindo inclusive, por vezes, hemorragias.

Ao participar deste estudo o Sr.(Sra.) permitird que sua cadela ou gata, seja operada
pela equipe do Grupo de Pesquisa (Cirurgia Veterinaria UFRRJ) e ap6s o procedimento, 0s
medicamentos pds-operatorios serdo fornecidos pelo(a) Sr.(Sra.), seguindo a receita prescrita
no dia do procedimento. A cirurgia de castragdo serd realizada por médico veterinario
especializado na area de Clinica Cirtrgica de Animais de Companhia (caes e gatos).

O Sr. (Sra.) tem liberdade de se recusar a participar e ainda se recusar a continuar
participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para o seu animal. Sempre
que quiser podera pedir mais informac6es sobre a pesquisa através do e-mail dos responsaveis,
listados acima. Se necessario, podera entrar em contato com Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRRJ. Os procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos
principios éticos no uso de animais, elaborados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA), sobre a utilizagdo de animais em atividades educacionais
e em experimentos que envolvam espécies definidas na Lei 11.794/2008, e foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRRJ.

Todas as informacdes coletadas neste estudo s&o estritamente confidenciais. Somente os
pesquisadores/professores terdo conhecimento dos dados. Esperamos que este estudo a partir
da andlise da ultraestrutura do omento saudavel em cdes e gatos e analisar sua composi¢do
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basica para compreender seus mecanismos de funcionamento nestas espécies.

N&o havera nenhum custo adicional para a participacdo do seu animal no estudo, além
do valor ja informado para a realizacdo da cirurgia. Apos estes esclarecimentos, solicitamos o
seu consentimento de forma livre para a participagéo de seu animal nesta pesquisa. Preencher,
por favor, os itens que se seguem:

Dados de identificacdo do animal

Nome do animal e/ou ndmero de registro (tatuagem, microchip, etc):
Espécie: Raca: Pelagem: Sexo:
Data de nascimento: / /

Dados de identificacdo do proprietario ou responsavel

Nome:

Documento de identidade n°: Data nascimento: / /
Endereco: Ne:
Apto: Bairro: Cidade: Cep:

Telefone: (0 _ )

Consentimento Livre e Esclarecido
Tendo em vista os itens acima apresentados, eu, de forma livre e esclarecida,
manifesto meu consentimento em participar da pesquisa.

Assinatura do Responsavel pelo animal

Assinatura do Pesquisador

Data: / /
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ANEXO B. Detalhes quanto a idade e raca das cadelas submetidas a ovariohisterectomia
eletiva e remocdo de fragmento omental.

NUmero Raca Idade
01 Pit bull 7 meses -
02 SRD 8 meses =
03 SRD 9 meses =1
04 SRD 1 ano &
05 Dachshund 1 ano
06 Pit Bull 2 anos
07 Pinscher 2 anos
08 Bull Heller 2,7 anos
09 SRD 3 anos 2
10 SRD 3 anos =
11 SRD 3 anos >
12 SRD 3 anos
13 SRD 5 anos
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ANEXO C. Detalhes quanto a idade e raca das gatas submetidas a ovariohisterectomia
eletiva e remocao de fragmento omental.

NUmero Raca Idade
01 PCB 6 meses
02 PCB 7 meses
03 PCB 8 meses T
04 PCB 8 meses g
05 PCB 8 meses o
06 PCB 1ano
07 PCB 1 ano
08 PCB 1 ano
09 PCB 2 anos
10 PCB 2 anos
11 PCB 2 anos >
12 PCB 2 anos &
13 PCB 2 anos &
14 PCB 3 anos
15 PCB 4 anos
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