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RESUMO

A esplenectomia total esta sendo cada vez mais evitada, devido aos riscos
advindos da resseccdo completa do bago. A esplenectomia subtotal com
preservacgao do polo inferior (ESTPI) é a técnica mais recentemente descrita com
a intencao de preservar o parénquima esplénico. Objetivo: verificar a vitalidade do
polo inferior do bago, apos ESTPI com ou sem fixagdo do polo inferior ao
estbmago e com seccgao total da membrana peritoneal gastroesplénica. Método:
foram utilizados 60 ratos wistar, machos, com peso entre 280 e 320 g, distribuidos
randomicamente em trés grupos: grupo 1 - ESTPI (n=20), grupo 2 - ESTPI com
fixagdo do polo inferior do bago na regido do corpo gastrico (n=20), grupo 3 -
ESTPI com seccdo da membrana peritoneal gastroesplénica (n=20). No 45° dia
pos-operatéorio extirpou-se o polo inferior do bago e avaliou-se
macroscopicamente a viabilidade por meio da coloragdo, forma, tamanho, aspecto
da superficie, tecido necrotico, fibrético e aderéncias; e microscopicamente pela
presenca de necrose, infiltrado inflamatério, proliferacao vascular e fibrose. Os
calculos estatisticos foram realizados pelo programa Biostat 5.0 e utilizados: o
teste t de student, a analise de variancia (ANOVA), o teste de Kruskal Wallis e o
teste exato de Fisher. O valor de p<0,05 foi considerado significante. Resultados:
na avaliagdo das alteracbes macroscopicas do polo inferior do bago entre os trés
grupos, verificou-se que nao houve diferenga significante entre eles. Na avaliagao
microscopica, constatou-se que nao houve diferenca quanto a necrose e a
inflamacgéo, porém a fibrose foi mais frequente no grupo 3 que no grupo 1 (85%
no grupo 1, 95% no grupo 2 e 80% no grupo 3) (p<0,05). Concluséao: a vitalidade
do polo inferior do baco apds a ESTPI ndo é alterada pela fixagdo do mesmo no
estbmago ou quando se secciona a membrana peritoneal gastroesplénica.

Palavras-chave: Esplenectomia. Bago. Cirurgia. Ratos wistar. Esplenopatias.



ABSTRACT

Procedures on the spleen has changed in the last years, and in this scope,
indication for total splenectomy has been reduced. Subtotal splenectomy
preserving the lower pole is the newest option for preserving spleen
parenchyma. Purpose: Verify the viablility of the spleen lower pole after
subtotal splenectomy with suture to the stomach and after posterior
peritoneal gastroesplenic membrane resection, using macro and microscopic
avaliations. Methods: Sixty Wistar rats were used in this study and were
randomly distributed in the 3 groups: Group 1: (n=20), subtotal splenectomy
with lower pole preservation, Group 2: (n=20) subtotal splenectomy with
lower pole preservation and suture to the stomach, Group 3: subtotal
splenectomy with lower pole preservationa and posterior peritoneal ligament
resection. The animals were sacrificed 45 days after the surgery and the
spleen lower poles were removed for macroscopic and microscopic
examination. Results: All animals in this series survived. No macroscopic
diferences were encountered between the groups. Microscopic avaliation
observed statistic diference about fibrosis between group 1 and 3 (p<0,05),
but no diferences when analysed necrosis or inflamation. Conclusions:
Viability of the spleen lower pole after subtotal splenectomy is not modified
when its fixed to the stomach or when the posterior peritoneal gastrosplenic
ligament is resected.

Key words: Spleen. Splenectomy. Surgery. Wistar rats. Splenic diseases.



ANOVA
BPA
CETEA
CEUA
COBEA
DP
EMESCAM
ESTPI
G1

G2

G3

MA
SBCA
UFMG

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Analise de Variancia

Biotério de Produg¢ao Animal

Comité de Etica em Experimentagao Animal

Comiss&o de Etica no Uso de Animais

Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal
Desvio-padrao

Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia
Esplenectomia subtotal com preservacao do polo inferior
Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3

Média aritmética

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério

Universidade Federal de Minas Gerais



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - (A) Membrana peritoneal gastroesplénica; (B) secgao
da membrana-peritoneal gastroesplénica da porgéo

SUPErior do bago..........coviiiiiiiiii e

FIGURA 2 - (A) Técnica da fixagdo do polo inferior do bago ao
estdbmago, por meio de ponto simples com fio
mononylon 6.0 abrangendo a seromuscular do
estdmago, capsula e parénquima esplénicos; (B): polo

inferior do bacgo fixado ao estdbmago (grupo 2)...............

FIGURA 3 - (A) Membrana peritoneal gastroesplénica na regido do
polo inferior do bago (seta azul); (B) secgéo da
membrana gastroesplénica no polo inferior (grupo 3)....
FIGURA 4 - (A) Aspecto normal do parénquima esplénico durante a
esplenectomia subtotal; (B) por¢do superior do bago
apos sua resseccgdo; (C) aspecto do parénquima

esplénico (superficie de corte)..........vveiiiiiiieeeeeennnnn..

FIGURA 5 - Animais do grupo 1......oeveeeiiiieiei e
FIGURA 6 - ANiMais dO grupo 2........eeeeeeeiiiiiiiiiaeeeeeee e
FIGURA 7 - Animais do grupo 3........ovuuieiiieeee e

FIGURA 8 - (A) Fotomicrografia do polo inferior do bago apos
ESTPI apresentando necrose minima (grau 1); (B)
necrose moderada (grau 2).........ccceveviiiiiiiiiiniieaenn

FIGURA 9 - Fotomicrografia do polo inferior do bago apresentando
proliferacdo vascular intensa (grau 3)...........ceeevveeeeenn.

FIGURA 10 - (A) Fotomicrografia do polo inferior do bagco apods
ESTPI com fibrose minima (grau 1); (B) fibrose intensa

(grau 3) (SEtas).....uuueuuieiiiie e

19

20

20

25

25

26

26

31

31



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Aspectos macroscopicos do polo inferior do bago de

ratos submetidos a esplenectomia

subtotal........cooi i 25
TABELA 2 - Peso médio em gramas do polo inferior do bago de

ratos submetidos a esplenectomia subtotal (n=60)... 27

TABELA 3 - Comprimento em milimetros do polo inferior do baco
de ratos submetidos a esplenectomia subtotal no

procedimento inicial e final (45 dias) (n=60)............... 27

TABELA 4 - Espessura em milimetros do polo inferior do bago em
ratos submetidos a esplenectomia subtotal, do inicio

para o final do experimento (45 dias) (n=60).................. 28

TABELA 5 - Largura do polo inferior do bago, em milimetros, em
ratos submetidos a esplenectomia subtotal, do inicio
para o final do procedimento inicial e final do
experimento (45 dias) (N=60).............cccoeeiiiiiiiinennnn.. 28

TABELA 6 - Frequéncia de necrose, a microscopia, nos polos
inferiores do bacgo de ratos submetidos a esplenectomia
subtotal (N=60).......cviiiii 29
TABELA 7 - Porcentual mediano de necrose microscopica do polo
inferior do bago de ratos submetidos a esplenectomia
subtotal (N=60).........cccoiiiiii 29
TABELA 8 - Frequéncia de fibrose, a microscopia, nos polos
inferiores do bacgo de ratos submetidos a esplenectomia
subtotal (N=60)........ccoeiiii 30



SUMARIO!

1 INTRODUGAO. ...ttt 12
2 OBUETIVO. ...t a e 16
BMETODO ... ..ot e et aeeneenne s 17
3.1 Composigao dos grupos de animais...........cccceevivvnvieeieinnnnnn.. 17
3.2 Procedimentos CIrUrgiCoS. .......coouiiriiiiie i 18
3.3 POS-0peratOrio. .......coieiii i 21
3.4 Reoperagao e eutanasia dos animais............ccccceeeeeeeeeeiieneeeeeeennnn. 21
3.5 Analise macroscoépica do polo inferior do bago................cceeeee. 22
3.6 Analise microscopica do polo inferior do bago......................... 22
3.7 Variaveis estudadas e testes estatisticos.............cccceeviiiiiiiiininnnies 23
4 RESULTADOS. ... e 24
4.1 Analise macroscopica do polo inferior do bago............ccccvvvvvuennnnn. 24
4.2 Andlise microscépica do polo inferior do bago..............ccccvvvvnneeee. 29
BDISCUSSAOD. ..ot e, 33
B CONCLUSAOD. ... .ot 37
REFERENCIAS. ...ttt 38
ANEX O S . . 42

1 Este trabalho foi revisado de acordo com as novas regras ortograficas aprovadas pelo Acordo
Ortografico assinado entre os paises que integram a Comunidade de Paises de Lingua
Portuguesa (CPLP), em vigor no Brasil desde 2009. O texto foi formatado de acordo com a ABNT
NBR 14724 de 17.04.2011 e as referéncias obedeceram a normatizagdo de Vancouver.



12

1 INTRODUCAO

Até meados da década de 50, a esplenectomia total era realizada pelos
cirurgides, independentemente da gravidade da doenga ou do trauma do bago,
uma vez que era considerado um 6rgdo sem importancia funcional'-4. Em 1952,
constatou-se sepse fulminante no pds-operatério de cinco criangas submetidas a
esplenectomia total por esferocitose®. Desde entdo, estudos vém sendo
realizados para esclarecer o risco de infecgcdo apos a retirada do baco e, ao

mesmo tempo, reavaliar as indicagdes e técnicas das esplenectomias®-1°,

A infeccao fulminante apds a extirpagao do bago ocorre tanto em criangas quanto
em adultos e pode surgir em qualquer época apos a operagao. O risco de
desenvolvimento de sepse em esplenectomizados durante toda a vida € em torno
de 5%, em qualquer faixa etaria e independentemente da indicagdo cirtrgica'®.
Quando avaliados os individuos com menos de 15 anos, a incidéncia variou de
0,13 a 8,10%. Em adultos essa incidéncia variou de 0,28 a 1,90%". STYRT
estimou o risco de ocorréncia de forma fatal de sepse em 1:300 a 1:350 criangas
esplenectomizadas e em 1:800 a 1:1.000 adultos®. A sepse pode ocorrer desde
poucos dias apds a remocao do baco até varios anos, sendo mais frequente
dentro dos primeiros dois anos (50 a 70% de todos os casos e até 80% em

criangas)'0.12-14,

A despeito dos estudos realizados sobre infecgao fulminante apds esplenectomia
total, sabe-se que a incidéncia é de 2 a 5%, mas ainda faltam dados para
determinar o mecanismo da infecg¢ao, os fatores de risco associados, bem como
as condicbes necessarias para o desenvolvimento de infeccdo fulminante no
hospedeiro esplenectomizado’. As complicagdes infecciosas apods a

esplenectomia foram também observadas em animais de experimentagéo'>.16,

Os individuos submetidos a extirpagdo total do bago estdo sujeitos a outras
complicagbes além da sepse, visto que o bago € 6rgédo do sistema mononuclear
fagocitario com importante papel na defesa orgéanica, principalmente na sintese

de fatores de complemento e imunoglobulinas. Algumas dessas complica¢des
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podem ser detectadas na doenca de Gaucher, na qual os pacientes
esplenectomizados podem evoluir com o agravamento de infiltragdo gordurosa no
figado e na medula 6ssea, com consequente insuficiéncia hepatica, fraturas

osseas e por vezes até evolugdo para morte'”.

Na metaplasia mieloide, doenca caracterizada pela desordem da célula-tronco
hematopoética e, consequentemente, mielofibrose, a hematopoese torna-se
extramedular, sendo realizada pelo figado e bago. Nos casos em que o bago
torna-se a principal fonte hematopoética, sua extirpacdo pode ocasionar
trombocitopenia, hemorragia, oObito, além de alteragcdes metabdlicas,
cardiovasculares e tromboembolismo'”-18, Constataram-se, também, alteragbes
no metabolismo lipidico em seres humanos e em animais de laboratorio, que

podem causar aterosclerose’?-24,

Tendo em vista os riscos advindos da esplenectomia total, sempre que possivel
opta-se pela preservagao parcial do bago no tratamento de varias doencgas, tais
como: hemorragia digestiva por hipertensdo portal, doenga de Gaucher,
mielodisplasia mieloide, abscesso esplénico, hemangioma esplénico, talassemia
maior, anemia falciforme, trauma, leucemia linfocitica crénica,
hipodesenvolvimento somatico e sexual secundario a esplenomegalia,

esferocitose e cistos esplénicos!3.17.18.25-34,

A esplenectomia parcial passou a ser preconizada para tratamento da
esferocitose hereditaria em criangas cujo sistema imunitario ainda € imaturo.
Ainda que possa persistir hemolise discreta ou moderada, acredita-se que essa
alternativa deva ser empregada, uma vez que a manutencao da fungcao de defesa

para prevenir a sepse é mais importante do que a repercussao hematoldgicas?.

As operagbes de preservagcdo esplénica incluem a esplenorrafia, oclusdes
vasculares, esplenectomias parciais regradas, esplenectomias subtotais e os

autoimplantes esplénicos*35-46,



14

Campus Christo, em 1959, introduziu a esplenectomia parcial na pratica
cirirgica*!. Esse autor afirmou que a arquitetura vascular proveniente do pediculo
esplénico possibilita a extirpacao de qualquer segmento do bago e a preservagao
do restante do 6rgao. Depois desse trabalho, a cirurgia com preservagao parcial

do bago ganhou espago cada vez maior.

A esplenectomia subtotal com preservagdo do polo superior para tratamento
cirurgico da hipertensédo porta esquistossomotica foi proposta por Petroianu, a
partir de 1979. Esse autor verificou experimentalmente e em estudos de anatomia
que o polo superior do bago ndo dependia do pediculo esplénico, pois 0s vasos
esplenogastricos seriam suficientes para manter irrigado esse segmento do
orgao. Assim sendo, pode ser realizada a esplenectomia subtotal, mesmo nos

casos de ligadura dos vasos prinicipais .

De todos os procedimentos cirurgicos, o mais recentemente descrito foi a
esplenectomia subtotal com preservagao do polo inferior do bago (ESTPI). Essa
operacao foi realizada em cdes e em ratos e verificou-se que o suprimento
sanguineo se dava pelos vasos do ligamento gastroesplénico e que esse
segmento esplénico manteve-se viavel e com suas fungbes preservadas**47. A
ESTPI foi realizada experimentalmente também por via laparoscoépica, sendo
exequivel em 100% dos casos e viabilidade do polo inferior do bago em 94,1%

dos casos?*®.

Em pesquisa para avaliar o polo inferior do bago antes e apds a oxigenoterapia
hiperbarica*?, essa estrutura foi fixada no estémago a fim de evitar torgcdo. No
entanto, observou-se alta incidéncia de necrose esplénica (em processo de
publicagdo). Com base nessa observagao, levantou-se a hipétese de que a
fixagdo do polo inferior do bago no estémago poderia ter contribuido para essa
complicagao, provavelmente por tracdo do pediculo vascular desse segmento
esplénico.

Os estudos anteriores de esplenectomia com preservacdo do polo inferior,
orientavam a manutengdo da membrana peritoneal gastroesplénica e questionou-

se se realmente a seccdo completa poderia interferir na viabilidade desse
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remanescente. Isso porque essa membrana parece ter a fungcao de fixagdo do
polo inferior e a sua sec¢édo poderia contribuir para ocorrer tor¢cdo, isquemia e
necrose desse remanescente.

Diante essas duvidas, propbs-se o presente estudo com vistas a contribuir para
avancgar no conhecimento sobre as operagdes que visam a preservacgao do tecido

esplénico.
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2 OBJETIVO

Verificar a vitalidade do polo inferior do baco apds esplenectomia subtotal com
preservacao do polo inferior com e sem fixagdo no estbmago e seccao total da

membrana peritoneal gastroesplénica.
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3 METODO

O experimento foi realizado em 60 ratos wistar, machos, com peso entre 280 e
320 g, provenientes do Biotério de Produgao Animal (BPA) do Centro de Pesquisa
da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia (EMESCAM) de
Vitéria-ES, onde os procedimentos foram executados. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)-EMESCAM (protocolo nimero
001/2011) e pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CETEA-UFMG) (protocolo numero 211/2012, ANEXO
A). O experimento seguiu os “Principios Eticos da Experimentacdo Animal’
descritos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério e do
Colégio Brasileiro de Experimentagcao Animal (SBCAL/COBEA).

Os animais permaneceram em numero de até trés em gaiolas apropriadas,
devidamente identificadas e mantidas em gabinetes Biotério STD 5 (Grupo Vidy -
Sao Paulo, Brasil) em condigbes adequadas a espécie, ou seja, climatizados com
controle de temperatura (20 a 22°C), ventilagao e luminosidade (12 horas claro e
12 horas escuro) e receberam ragéo propria para rato (Nuvilab CR-1 autoclavavel
- Nuvital®) e agua "ad libitum” em todas as fases do experimento. Os ratos eram
identificados pela numeragdo da gaiola e por marcagdo na cauda (um, dois ou

trés tracos).

3.1 Composicao dos grupos de animais

Os 60 ratos foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: grupo 1 (G1) -
controle ESTPI (n=20), grupo 2 (G2) - ESTPI com fixag&o do polo inferior do bago
na regido do corpo gastrico (n=20), grupo 3 (G3) - ESTPI com seccédo da
membrana peritoneal gastroesplénica (n=20). A aleatorizagdo foi realizada 1:1,
com o auxilio de 60 numeros (20 numeros 1, 20 numeros 2 e 20 numeros 3).
Cada numero foi escrito em papel com 2 cm? e colocado em envelope opaco e

lacrado. Cada envelope apresentava o carimbo e a assinatura do responsavel



18

pela pesquisa e do diretor do Centro de Pesquisa. Os envelopes foram colocados

em caixa de madeira trancada.

Imediatamente antes da operacgéo, um individuo que desconhecia o trabalho abria
a caixa, verificava o numero de envelopes existentes, que eram misturados entre
si, e retirava um deles. Imediatamente apés a ESTPI, um envelope era aberto e
retirado o numero correspondente ao grupo (numero 1- grupo 1; numero 2 - grupo
2; numero 3 - grupo 3). Desse modo, era realizada a complementagdo do

procedimento cirdrgico corresponente ao numero sorteado.

3.2 Procedimentos cirurgicos

Apos jejum de seis horas, os animais eram pesados (balanga eletronica Filizola®
modelo MF-6 — sensibilidade de 1 g) e anestesiados com cloridrato de cetamina
(Vetaset®, Fort Dodge — lowa, USA) na dose de 50 mg/kg de peso do animal
associado a cloridrato de xilazina (Kensol®, Konig — Avellaneda, Argentina) na
dose de 5 mg/kg de peso aplicados via intraperitoneal. Em seguida, eram
imobilizados em mesa cirurgica, realizada a tricotomia da parede abdominal e
toracica iniciada 0,5 cm acima do processo xifoide e encerrada na regido pélvica.
Fazia-se antissepsia da parede abdominal com solugdo alcodlica de

polivinilpirrolidona-iodo a 10% e colocagao de campos operatorios estéreis.

O procedimento cirurgico no grupo 1 foi a ESTPI, e seguiu os seguintes passos:
a) incisao mediana da pele e tecido celular subcutaneo com aproximadamente 2,5
cm de comprimento, iniciada 0,5 cm abaixo do processo xifoide com bisturi lamina
15; b) abertura da linha alba e peritbnio; c) avaliacdo da cavidade abdominal; d)
mobilizacdo do baco até a superficie da cavidade abdominal; €) realizagdo de
duas a trés ligaduras e secgao dos vasos que irrigavam os segmentos superior e
médio do bago, rente a borda esplénica, com mononylon 6.0 (Shalon®, Shalon
Fios Cirurgicos Ltda - Goias, Brasil); f) secgdo do bago abaixo dos vasos
lagueados, sendo que o polo inferior permaneceu irrigado por vasos do ligamento

gastroesplénico**; g) seccdo da membrana peritoneal gastroesplénica que se
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encontrava abaixo do ligamento gastroesplénico (pediculo vascular),
posteriormente, que é fina, avascular, transparente e vai da borda posterior do
baco ao estdmago (FIG. 1); h) a area cruenta do polo inferior do bago nao foi
suturada; i) medigdo, em milimetros, do polo inferior do bago na sua parte central,
quanto ao comprimento, largura e espessura, empregando-se paquimetro digital
(Zaas Precision®, Amatools, Piracicaba/SP, Brasil); j) sintese da cavidade
abdominal por meio de sutura continua em plano unico, tipo chuleio simples
(peritdnio, plano musculoaponeurético e pele), empregando-se mononylon 6.0
(Shalon®, Shalon Fios Cirurgicos LTDA - Goias, Brasil).

No grupo 2, os procedimentos cirurgicos obedeceram aos seguintes passos: a)
ESTPI realizada como no grupo 1; b) sutura do polo inferior do bago ao corpo
gastrico por meio de ponto simples com fio de mononylon 6.0 (Shalon®, Shalon
Fios Cirurgicos LTDA - Goias, Brasil), abrangendo a camada seromuscular do
corpo gastrico e a capsula da pequena porgdao do parénquima esplénico; c)
evitava-se tragcao excessiva do polo inferior no sentido cranial para manté-lo o

mais préximo da sua posi¢ao anatémica (FIG. 2).

O procedimento cirurgico realizado no grupo 3 foi a ESTPI como no grupo 1,

seguida da secc¢ao total da membrana peritoneal gastroesplénica (FIG. 3).

FIGURA 1 - (A) Membrana peritoneal gastroesplénica; (B) seccdo da membrana-

peritoneal gastroesplénica da porgéo superior do bago
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FIGURA 2 - (A) Técnica da fixagdo do polo inferior do bago por meio de ponto
simples com fio mononylon 6.0 abrangendo a seromuscular do

estbmago, capsula e parénquima esplénicos; (B): polo inferior do

baco fixado ao estbmago (grupo 2)

FIGURA 3 - (A) - Membrana peritoneal gastroesplénica na regido do polo inferior
do bago (seta azul); (B) secgdo da membrana gastroesplénica no

polo inferior (grupo 3)
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Ao final das operagdes administravam-se 5 mL de solugéo salina 0,9% na tela
subcutanea para hidratacdo do animal. A porcao superior do baco foi retirada e
medida na sua parte central quanto a: largura, comprimento e espessura com 0
paquimetro digital e, em seguida, fotografada, pesada, fixada em formalina
tamponada neutra 10% (potencial hidrogeniénico - pH = 7) e processada em
parafina para analise histolégica de controle de viabilidade do polo inferior do
baco.

3.3 Pos-operatério

Apbs os procedimentos cirurgicos, os animais foram alojados em gaiolas
individuais e receberam dipirona na dose de 52,5 mg/dia dissolvidos em 600 mL
da agua do bebedouro (seis gotas para cada 100 mL de &agua), por 72 horas.
Depois desse periodo, os animais foram alocados em suas gaiolas e

acompanhados diariamente.

3.4 Reoperagao e eutanasia dos animais

No 45° dia do pds-operatério os ratos de todos os grupos eram pesados,
anestesiados da mesma maneira como no inicio do experimento e
laparotomizados para avaliagdo macroscopica do bago remanescente e da
cavidade abdominal, seguida da ressecgdo do polo inferior do bago para
avaliagao microscopica. Em seguida, os animais eram eutanasiados por meio de
injecao de tiopental sédico — Thiopentax® (Laboratério Cristalia) — na cavidade
peritoneal (100 mg/kg peso) e de cloreto de potassio (Farmace) intracardiaca. Os
polos inferiores do baco assim que retirados eram novamente medidos (largura,
comprimento e espessura) na sua parte central com auxilio do paquimetro digital
e pesados em balanca Adventurer OHAUS® modelo AR 3130 com precisdo de
0,001 g, analisados macroscopicamente, fotografados, fixados em solugdo de
formalina tamponada neutra a 10% (pH 7) e processados em parafina para

analise microscopica.
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3.5 Avaliagao macroscopica do polo inferior do bago

Os aspectos macroscoépicos avaliados foram a coloragdo, forma, tamanho,
aspecto da superficie do polo inferior do bacgo, tecido necrético ou fibrético e
aderéncias. Considerou-se normal o aspecto que mais se assemelhava as
caracteristicas da porgao superior do bago retirada na ESTPI: coloragéo
vermelho-arroxeado, consisténcia amolecida, superficie lisa e brilhante, auséncia
de tecido necrotico ou fibrético. Para essa analise foi realizado corte longitudinal

do polo inferior do bago a fim de aumentar a superficie de observacgao.

3.6 Avaliagao microscépica do polo inferior do bago

A microscopia foi efetuada por patologista que desconhecia o grupo a que
pertencia o animal. Os fragmentos do segmento superior e do polo inferior do
baco foram incluidos em blocos de parafina, cortados com 3 um de espessura e
corados com hematoxilina-eosina. A analise foi feita sob vis&o geral da I&mina
utilizando-se microscopio Leica DMLB, com campo de aumento de 50, 100, 200 e
400x. Utilizou-se escala semiquantativa de 0-3 para classificagdo dos graus dos

achados histologicos.

Considerou-se necrose a perda da arquitetura usual do parénquima esplénico
com substituicdo deste por material amorfo e eosinofilico. Toda a lamina foi
avaliada quanto a porcentagem da area acometida por necrose, tendo sido
considerada como alteragao microscopica minima (1) quando havia acometimento
de até 33% do campo examinado; moderada (2) quando o acometimento era de
até 66% da area; e intensa (3) quando o acometimento era de mais de 66% do
campo examinado na lamina. O parénquima esplénico sem alteragbes foi

classificado como normal (0).

O infiltrado inflamatério foi definido como o aumento do nimero de células

inflamatdrias distribuidas na area avaliada e classificado como ausente (0),
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minimo (1), moderado (2) e intenso (3). A proliferagado vascular - neoformagao
vascular em areas de tecido de granulagao - foi classificada como ausente (0),
minima (1), moderada (2) e intensa (3). A fibrose foi considerada como a
deposicado de fibras colagenas de grande espessura em substituicdo ao
parénquima esplénico habitual e classificada como ausente (0), minima (1),
moderada (2) e intensa (3), de acordo com a intensidade dos achados na area do

polo inferior do bago avaliada.

3.7 Variaveis estudadas e testes estatisticos

Os calculos estatisticos foram realizados pelo programa Biostat 5.0.

Para comparacao do peso dos ratos do inicio com o peso do final do experimento,
utilizou-se o teste t de student para amostras relacionadas. Para comparagao do
comprimento, largura e espessura do polo inferior do bago do inicio com o do final
do experimento foi usado o teste de t de Student; e para comparar esses dados
entre os grupos no inicio e ao final do experimento adotou-se a Anadlise de
Variancia. Para comparar a mediana dos percentuais de necrose do polo inferior
do bacgo dos trés grupos foi empregado o teste de Kruskal Wallis. Para comparar a
frequéncia de necrose microscépica e a frequéncia dos graus de necrose entre 0s
trés grupos usou-se o teste exato de Fisher. E para avaliar a frequéncia de fibrose

microscopica entre os trés grupos foi utilizado o teste exato de Fisher.

O valor de p<0,05 foi considerado significante.
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4 RESULTADOS

Durante o experimento ndo houve 6bitos. O peso médio em gramas dos ratos no
pré-operatorio foi de 345,53 £ 28,66 e no pos-operatorio foi de 448,63 £ 31,22,
tendo sido observado significante aumento do peso dos ratos no 45° dia poés-
operatorio (p<0,0001).

4.1 Analise macroscoépica do polo inferior do bago

Foram encontradas aderéncias entre os polos inferiores e as estruturas vizinhas
em todos os ratos, independentemente do grupo. No grupo 1, em 17 (85%)
animais, os polos inferiores do baco apresentavam-se com aspecto
aparentemente normal, semelhante aos polos superiores usados como referéncia
(FIG. 4) e com aderéncias no epiplon. Nos outros trés (15%) casos, as aderéncias
envolviam o figado, esttmago e omento, estando o aspecto macroscépico
alterado, com diminuigdo no tamanho, alteracdo da forma (arrendondada) e

coloracao esbranquigada na superficie do baco (FIG. 5).

No grupo 2, o aspecto macroscopico do polo inferior do bago foi normal em 95%
dos casos. O unico com alteragdo macroscopica apresentava-se com diminuicao
do tamanho, a coloragao da superficie externa era esbranqui¢cada e aderido ao
figado e estbmago (FIG. 6). No grupo 3, o polo inferior do bago tinha aspecto
aparentemente normal em 16 casos (80%). Nos outros quatro casos (20%)
observaram-se diminuicao do tamanho do polo inferior do bago e aderéncias no

figado, estbmago e omento (FIG. 7).

Nao houve diferenga significativa no percentual de alteragdes macroscépicas
entre os trés grupos (G1x G2 p=0,60; G1 x G3 p=1,00; G2 x G3 p=0,34) (TAB. 1).
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TABELA 1 - Aspectos macroscopicos do polo inferior do bago de ratos submetidos

a esplenectomia subtotal (n=60)

Grupo Aspecto macroscopico
Normal Alterado p p* p*
1 17 (85%) 3 (15%)
2 19 (95%) 1(5%) 0,60
3 16 (80%) 4 (20%) 1,00 0,34

Grupo 1 (G1): ESTPI; Grupo 2 (G2): ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago;
Grupo 3 (G3): ESTPI com secgdo da membrana peritoneal gastroesplénica.
Teste exato de Fisher: p= G1 versus G2; p*= G1 versus G3; p**= G2 versus G3.

FIGURA 4 — (A) aspecto normal do parénquima esplénico durante a
esplenectomia subtotal; (B) porgdo superior do bago apds sua

resseccgao; (C) aspecto do parénquima esplénico (superficie de

corte)

FIGURA 5 - Animais do grupo 1

(A) aspecto pds-operatério; (B) aderéncias do polo inferior do bago ao figado; (C) aspecto normal
do polo inferior do bago; (D) corte longitudinal do polo inferior do bago com aspecto normal.
Fonte: da autora.
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FIGURA 6 - Animais do grupo 2

(A) aspecto pés-operatério; (B) aderéncias frouxas do polo inferior do bago ao epiplon no poés-
operatério; (C) aspecto normal do polo inferior do bago; (D) corte longitudinal do polo inferior do
baco normal.

Fonte: da autora.

FIGURA 7 - Animais do grupo 3

(A) aspecto pés-operatério normal; (B) polo inferior do bago normal; (C) polo inferior do bago com
altercagbes na forma e no aspecto do parénquima; (D) corte longitudinal do polo inferior do bago
com tamanho diminuido e parénquima com alteragdes teciduais fibréticas.

Fonte: da autora.

O peso médio do polo inferior do bago no grupo 1 foi de 441 + 115,2 g; no grupo
2, de 421 £ 116,70 g; e no grupo 3, de 471,7 £ 144,9 g. A ANOVA mostrou que

nao houve diferenga entre os pesos médios do polo inferior do bago nos trés
grupos (p=0,54) (TAB. 2).
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TABELA 2 - Peso médio em gramas do polo inferior do bago de ratos submetidos

a esplenectomia subtotal (n=60)

Grupo Peso polo inferior do bago (g)
MA DP P
1 441 115,2
2 4217 116,7
3 471,7 1449 0,54

Grupo 1: ESTPI; grupo 2: ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estébmago; grupo 3:
ESTPI com secgdo da membrana peritoneal gastroesplénica. Analise de variancia entre os grupos.
MA= média aritmética, DP= desvio-padrao.

O comprimento do polo inferior do bago nao apresentou diferenca entre o periodo

inicial e final por grupo de animais ou entre os grupos (p<0,05) (TAB. 3).

TABELA 3 - Comprimento em milimetros do polo inferior do bago de ratos
submetidos a esplenectomia subtotal no procedimento inicial e final

(45 dias) (n=60, numero de animais/grupo =20)

Grupo Comprimento Comprimento
inicial final
MA DP MA DP p p* p**
1 12,47 1,92 13,3 2,42 0,11
2 13,41 1,81 13,07 1,87 0,56
3 13,21 1,86 13,13 2,82 090 095 0,25

Grupo 1: ESTPI; grupo 2: ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago; grupo 3:
ESTPI com secgdo da membrana peritoneal gastroesplénica; p: teste t para amostras relacionadas
entre o comprimento inicial e final por grupo; p*: teste de analise de varidncia para o comprimento
inicial do polo inferior do bago entre os grupos; p**: teste de analise de varidncia para o
comprimento final do polo inferior do bago entre os grupos. MA= média aritmética, DP= desvio-
padrao.

Da mesma maneira, ndo houve diferenga entre a espessura do polo inferior do
baco entre os trés grupos no inicio (p*=0,12) e no final do experimento (p**=0,65)
(TAB. 4).
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TABELA 4 - Espessura em milimetros do polo inferior do bago em ratos
submetidos a esplenectomia subtotal, do inicio para o final do

experimento (45 dias) (n=60, numero de animais/grupo =20)

Grupo Espessura Espessura
inicial final
MA DP MA DP p p* p**
1 4,43 0,60 4,07 0,74 0,100
2 4,82 0,77 4,10 0,53 0,001
3 4,39 0,73 3,87 1,18 0,100 0,12 0,65

Grupo 1: ESTPI; grupo 2: ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago; grupo 3:
ESTPI com sec¢do da membrana peritoneal gastroesplénica; p: teste t para amostras relacionadas
entre a espessura inicial e final por grupo; p*: teste de analise de varidncia para a espessura incial
do polo inferior do bago entre os grupos; p**: teste de analise de variancia para a espessura final
do polo inferior do bago entre os grupos. MA= média aritmética, DP= desvio-padrao.

A largura do polo inferior do bago nao diferiu entre os grupos no inicio (p*= 0,58) e

no final do experimento (p**= 0,78) (TAB. 5).

TABELA 5 - Largura do polo inferior do bago, em milimetros, em ratos submetidos
a esplenectomia subtotal, do inicio para o final do procedimento

inicial e final do experimento (45 dias) (h=60, numero de animais/

grupo =20)
Grupo Largura inicial Largura final
MA DP MA DP P p* p**
1 10,05 0,85 9,73 162 0,37
2 9,87 0,79 10,01 1,17 0,66
3 9,72 1,25 968 193 093 0,58 0,78

Grupo 1: ESTPI; grupo 2: ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago; grupo 3:
ESTPI com sec¢do da membrana peritoneal gastroesplénica; p: teste t para amostras relacionadas
entre a largura inicial e final por grupo; p*: teste de analise de variancia para a largura inicial do
polo inferior do bago entre os grupos; p**: teste de analise de varidncia para a largura final do polo
inferior do bago entre os grupos. MA= média aritmética, DP= desvio-padrao.
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4.2 Analise microscépica do polo inferior do bago

A necrose minima (acometimento de até 33% da area observada) ocorreu em
nove (45%) casos no grupo 1, quatro (20%) no grupo 2 e seis (30%) no grupo 3.
Necrose moderada ocorreu em trés casos: um no grupo 1 e dois no grupo 3. A
frequéncia de necrose microscoépica nao diferiu entre os grupos 1 e 2 (p=0,10),
grupos 1 e 3 (p=0,35) e grupos 2 e 3 (p=0,71) (TAB. 6).

TABELA 6 - Frequéncia de necrose, a microscopia, nos polos inferiores do baco

de ratos submetidos a esplenectomia subtotal (n=60)

Grupo n Necrose Necrose p p* p**
presente ausente
1 20 9 (45%) 11 (55%)
2 20 4 (20%) 16 (80%) 0,10
3 20 6 (30%) 14 (70%) 0,35 0,71

Grupo 1 (G1): ESTPI; grupo 2 (G2): ESTPI com fixagao do polo inferior do bago ao estdmago;
grupo 3 (G3): ESTPI com secgcao da membrana peritoneal gastroesplénica. Teste exato de Fisher.
p= G1 versus G2; p*= G1 versus G3; p**= G2 versus G3.

O porcentual de necrose da area total do polo inferior do bago avaliado variou de
5 a 40% nos grupos 1 e 3 e de 5 a 30% no grupo 2. O porcentual mediano de

necrose entre os grupos de animais nao apresentou diferenga (p=0,95) (TAB. 7).

TABELA 7 - Porcentual mediano de necrose microscopica do polo inferior do bago

de ratos submetidos a esplenectomia subtotal (n=60)

Grupo Mediana de Valores minimo o]
necrose e maximo
1 10% 5-40%
2 12,5% 5-30%
3 10% 5-40% 0,95

Grupo 1: ESTPI; grupo 2: ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago; grupo 3:
ESTPI com secgdo da membrana peritoneal gastroesplénica. Teste de Kruskal Wallis aplicado
para porcentual mediano de necrose entre os grupos.
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Fibrose no polo inferior do baco foi registrada em um (5%) animal do grupo 1, em

dois (10%) no grupo 2 e em sete (35%) do grupo 3.

Em relagdo aos graus de fibrose no polo inferior do bago, somente um animal
exibiu grau 2 (moderado) e outro grau 3 (intenso), sendo que ambos pertenciam
ao grupo 3. Em todos os outros cinco animais do grupo 3 a fibrose foi minima
(grau 1).

A frequéncia de fibrose entre os grupos 1 e 2 (p=1,000) e entre os grupo 2 e 3
(p=0,064) nao teve diferenca significante, entretanto, a diferenca foi mais

significativa quando comparado o grupo 3 ao grupo 1 (p=0,022) (TAB. 8).

TABELA 8 - Frequéncia de fibrose, a microscopia, nos polos inferiores do baco de

ratos submetidos a esplenectomia subtotal (n=60)

Grupo n Fibrose Fibrose p p* p**
presente ausente
1 20 1(5%) 19 (95%)
2 20 2 (10%) 18 (80%) 1,00
0
3 20 7 (35%) 13 (65%) 0,02 0,064
2

Grupo 1 (G1): ESTPI; grupo 2 (G2): ESTPI com fixagdo do polo inferior do bago ao estdbmago;
grupo 3 (G3): ESTPI com secc¢do da membrana peritoneal gastroesplénica. Teste exato de Fisher:
p= G1 versus G2; p*= G1 versus G3; p**= G2 versus G3.

Inflamagdo ocorreu somente em um animal, que pertencia ao grupo 3, e foi
classificada como de intensidade minima (grau 1). Esse animal tambem
apresentava necrose de intensidade moderada e proliferagao vascular moderada
(grau 2).
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FIGURA 8 — (A) Fotomicrografia do polo inferior do bago apdés ESTPI

apresentando necrose minima (grau 1); (B) necrose moderada

(grau 2) (setas). Corado em hematoxilina e eosina, aumento de
50x.

FIGURA 9 - Fotomicrografia do polo inferior do bago apresentando proliferagao
vascular intensa (grau 3). Corado em hematoxilina e eosina,

aumento de 400x.
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FIGURA 10 — (A) Fotomicrografia do polo inferior do bago apés ESTPI com fibrose

(grau 1); (B) fibrose intensa (grau 3) (setas). Corado em

e

minima

hematoxilina e eosina, aumento de 400x.
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5 DISCUSSAO

A ESTPI em ratos é exequivel e segura, como foi mostrado neste trabalho, visto

que nao houve oObitos ou intercorréncias com os animais.

Alguns aspectos técnicos da ESTPI ja foram descritos*’. Este estudo avaliou dois
outros aspectos: a fixagao do polo inferior do bagco no estbmago e a secgao da
membrana peritoneal gastroesplénica. O objetivo foi avaliar se as alteragbes
técnicas na fixagao do remanescente esplénico na ESTPI alteravam a vitalidade
do parénquima esplénico e, dessa forma, contribuir para tornar a operagao mais
eficiente e segura. Pudemos observar que as variagdes técnicas sdo seguras e

exequiveis e ndo alteram a evolugao dos animais.

A denominagao de membrana peritoneal gastroesplénica foi introduzida, uma vez
que nao foi encontrada referéncia a essa estrutura na literatura sobre a anatomia
de ratos. E uma membrana aparentemente avascular que parece contribuir para a
fixagdo do bago no estdbmago. A hipbtese é de que se a secgcdo dessa membrana
fosse feita poderia comprometer a viabilidade do polo inferior do bacgo, pois
perdendo a fixacdo no estdbmago facilitaria a tor¢gdo e, consequentemente,
isquemia e necrose. Vale lembrar que nos estudos anteriores a respeito da ESTPI
essa membrana era mantida, mas sem comprovacdo dos beneficios para a

viabilidade do polo inferior do baco.

Com base em trabalho anterior®, utilizou-se o 45° dia de pds-operatério para
eutanasia dos animais, o qual mostrou que o0 remanescente esplénico
apresentou-se histologicamente semelhante ao tecido esplénico normal em 45

dias.

A vitalidade do polo inferior do baco, quando avaliada sob o ponto de vista
macroscopico, ndo mostrou diferenga significativa entre os trés grupos estudados.
De fato, essa estrutura foi macroscopicamente viavel em 85% no grupo 1, 95% no
grupo 2 e 80% no grupo 3. Esses resultados vdo ao encontro dos estudos

previamente realizados 4251,
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Observou-se discreto aumento do comprimento do polo inferior do baco no grupo
1 e discreta diminuigdo nos outros dois grupos, entretanto, ndo houve diferenga
entre o inicio e final do experimento em cada grupo e no periodo pré e poés-

operatorio entre os trés grupos de animais.

Em relagdo a largura do polo inferior do bago houve discreta diminuicdo nos
grupos 1 e 3 e diminuigdo mais acentuada no grupo 2, mas sem diferenca

estatistica significativa.

A espessura do polo inferior do bago no grupo 2 (fixacdo ao estdbmago) diminuiu
do inicio para o final do experimento, sendo este o Unico dado macroscopico com
significancia estatistica. Esse dado, entretanto, ndo parece ter relevancia, visto
que a largura também apresentou aumento em relagdo aos outros grupos, apesar
de nao ter significado estatistico. Além disso, na analise entre os grupos néo se
constatou diferenga no peso médio do polo inferior do bago, sugerindo que a
diminuicao da espessura nesses casos nao interferiu no peso e possivelmente na

vitalidade do referido polo.

Aderéncias na cavidade peritoneal em todos os casos € um dado esperado, uma
vez que elas decorrem da manipulagéo cirurgica, de corpos estranhos (fios, telas,
talco da luva), dissecgdes e trauma por aquecimento dos tecidos. Esse achado foi
relatado previamente em estudos em que o polo inferior do bago foi
preservado*®-®!. Cumpre lembrar que as aderéncias desenvolvem-se pela lesdo
do mesotélio e aparecem nos primeiros cinco a sete dias apos a lesdo. Trata-se
de resposta normal de cicatrizagao do peritdnio, que se inicia com a coagulagao e
desencadeia uma cascata de eventos que resulta na formagao de matriz de gel
de fibrina. A partir dessa matriz, formam-se bandas que, interpostas a duas areas
de peritbnio danificadas, sdo a base para a formagao das aderéncias. O sistema
fibrinolitico poderia evitar a formacao dessas matrizes de fibrina, entretanto, sua

atividade esta bastante diminuida pelo trauma cirdrgico®?.

A analise microscopica mostrou que nado houve diferenga quanto ao grau de

necrose entre os grupos de animais. Entre os animais que apresentaram necrose
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no polo inferior do bago, esta foi considerada minima em 89% do grupo 1, em
100% no grupo 2 e em 66% no grupo 3. Além disso, a frequéncia e o porcentual
mediano de necrose também nao apresentaram diferenca significativa. Esse fato
sugere que, independentemente da técnica utilizada (fixagdo ou ndo do polo
inferior do bago, seccdo ou ndo da membrana peritoneal gastroesplénica), o polo

inferior do bago mantém-se viavel em mais de 80% dos casos.

A necrose moderada do polo inferior do bago ocorreu em trés animais, sendo um
do grupo 1 e dois do grupo 3. Inflamagao foi encontrada somente em um animal

do grupo 3.

Quando se analisa a fibrose sob o ponto de vista microscopico, observa-se que
ela foi mais frequente no polo inferior do bago do grupo 3 que no grupo 1, ou seja,
no grupo em que se fez a seccdo da membrana peritoneal gastroesplénica. E
possivel que a zona cruenta criada pela sec¢ao da referida membrana tenha sido
um local mais propicio a formacao de aderéncias e fibrose. Essas aderéncias
foram diagnosticadas durante o exame macroscépico da cavidade peritoneal.
Entretanto, esse fato ndo aparenta interferir na vitalidade do polo inferior do baco,

uma vez que a fibrose foi de grau leve na maioria dos casos.

O aspecto macroscopico estava alterado em todos os casos, com diminui¢do do
volume e aderéncias firmes ao omento e estdmago. Pode-se inferir que as
alteracbes encontradas possam ser decorrentes do déficit na vascularizacdo do
polo inferior do bago secundario a falha técnica na ESTPI ou por tor¢do do
pediculo vascular ou, ainda, por excessiva mobilidade do mesmo, causando

isquemia e necrose do parénquima esplénico.

No estudo em processo de publicacdo que motivou este trabalho, houve duvida
quanto a vitalidade do polo inferior do bago quando este era fixado no estébmago.
A presente investigacdo mostrou que essa fixagdo, quando realizada de forma
adequada, ou seja, na regiao do estdbmago mais proxima da posigao anatdmica
do polo inferior do bagco e sem realizar tragdo no sentido cranial, interfere de

forma minima na vitalidade do polo inferior remanescente sob o ponto de vista
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macro e microscopico. Além disso, ndo foi constatada tor¢ao do polo inferior do
baco no grupo de animais submetidos a secgdo da membrana peritoneal

gastroesplénica.

Conforme os resultados desta pesquisa, pode-se afirmar que na ESTPI cabe ao
cirurgidao a decisao de fixar ou ndo o polo inferior do bagco no estémago ou de
seccionar ou ndo a membrana gastroesplénica. Entretanto, a sugestao é de que
seja mantida, se possivel, a membrana peritoneal gastroesplénica a fim de se

evitar possivel rotagcao do polo inferior do bago e suas consequéncias.

Novas pesquisas podem ser realizadas com o intuito de se comparar outras
técnicas de esplenopexia. Muitas delas ja foram descritas, como a fixagcdo em
uma bolsa omental, uso de telas de polipropileno, telas absorviveis, pexia em
parede abdominal, fixagdo no peritdnio posterior, na regido diafragmatica e até
extraperitonealmente3®53-56_ Assim, sera possivel determinar qual a melhor técnica
de fixagao esplénica, suas indicagdes e se interferem na vitalidade do polo inferior

do baco apo6s a ESTPI.
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6 CONCLUSAO

Apos esplenectomia subtotal, o polo inferior do bago de ratos preservado sofreu
alteragdes macro e microscopicas minimas quando fixado no estdmago ou
quando se seccionou a membrana peritoneal gastroesplénica. A vitalidade do
baco foi mantida e portanto as técnicas operatérias mostraram-se adequadas

quando realizada a ESPTI em ratos.
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ANEXOS

Anexo A - Parecer ético CETEA-UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEUA n° 211/2012, relativo ao projeto intitulado
“Efeito da fixacdo do polo inferior do baco e da seccio do ligamento
gastroesplénico apos esplenectomia subtotal em ratos”, que tem como
responsavel(is) Tarcizo Afonso Nunes, esti(30) de acordo com os Principios Eticos
da Experimentac3o Animal, adotados pelo Comité de Ftica em Experimentacdo

Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 10/10/2012.
Este certificado expira-se em 10/10/ 2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol CEUA n° 211/2012, related to the project
entitled " Effects of the fixation of the spleen lower pole and the section of
the gastrosplenic ligament after subtotal splenectomyin rats.”, under the
supervisiors of Tarcizo Afonso Nunes, is in agreement with the Ethical Principles in
Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal

Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in October 10 2012.
This certificate expires in October 10, 2017.
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Anexo B — Parecer ético EMESCAM
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