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RESUMO

Introducdo: os animais asplénicos sao mais suscetiveis a infec¢des graves, entre as
quais se destacam a sepse fulminante e a peritonite, cuja mortalidade ainda persiste
em niveis elevados. Objetivos: comparar a sobrevida de ratos submetidos aos
diferentes tipos de procedimentos no baco, apos inducéo de peritonite fecal. Verificar
ocorréncia de alteracdo da contagem de linfécitos TCD4 e CD8, antes e ap0s 0s
procedimentos no baco. Correlacionar a sobrevida dos animais submetidos aos
diversos procedimentos no baco, seguida da inducdo de peritonite fecal com
contagem dos linfocitos TCD4 e CD8. Método: foram distribuidos 30 ratos machos,
Wistar, entre dois e trés meses de idade, em trés grupos: grupo MB (n=10),
manipulagdo do bago; grupo ET (n=10), esplenectomia total; grupo ESTPI (n=10),
esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior. Os animais foram
submetidos aos procedimentos cirargicos conforme delineamento proposto para cada
grupo. Setenta dias depois, cada animal foi submetido a injecéo de fezes do préprio
animal, com o propdsito de induzir peritonite fecal, e o tempo de sobrevida foi anotado
a partir desse momento até a hora do 6bito. Todos os animais foram submetidos a
coleta de sangue por duas vezes, antes de serem operados (T1) e 70 dias ap0s as
cirurgias (T2) para contagem dos linfécitos TCD4 e CD8 por citometria de fluxo. A taxa
de sobrevida dos animais de cada grupo foi calculada em horas e comparada entre
0S grupos, empregando-se o teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis e a analise de
sobrevivéncia de Kaplan Meier. Para calcular a quantidade de linfécitos TCD4 e TCD8
antes e apoOs os procedimentos cirdrgicos, utilizou-se o teste de Wilcoxon. Para
correlacionar o percentual de linfécitos com o tempo de vida dos animais, foi calculado
o coeficiente de Spearman. O valor-p menor que 5% foi considerado significativo.
Resultados: tempo mediano de vida foi maior no grupo 3 (esplenectomia subtotal) e
grupo 1 (manipulagcdo do baco) e menor no grupo 2 (esplenectomia total), com
diferenca significativa entre eles (p=0,013). A comparacdo da mediana do numero de
CD4, antes e ap6s o procedimento cirdrgico em cada grupo, nao apresentou alteracao
em qualquer dos trés grupos (p>0,05). Entretanto, a comparacdo da mediana do
namero de CDS8, antes e apdés o procedimento cirdrgico, diminuiu nos grupos
manipulacdo do baco (p=0,022) e ESTPI (p=0,017). A correlagéo entre a mediana do
namero de linfécitos CD4 e CD8 e a sobrevida dos animais de todos os grupos nao
foi significativa (p>0,05). Conclusdes: a manutencao do tecido esplénico contribuiu
para aumentar a sobrevida dos ratos. O numero de linfocitos TCD4 e TCD8 néo teve
relacdo com a sobrevida dos animais. Houve diminui¢do do namero de linfécitos TCD8
nos grupos de animais nos quais foram preservados tecidos esplénicos.

Palavras-chave: esplenectomia; peritonite; taxa de sobrevida. linfécitos T. ratos.



ABSTRACT

Introduction: Asplenic animals are more susceptible to severe infections such as
fulminant sepsis and peritonitis, whose mortality rates remain significantly high. Aims:
Comparing the survival time of rats subjected to different spleen procedure types, after
fecal peritonitis. Investigating whether there were changes in CD4 and CD8 T
lymphocyte count, before and after spleen procedures. Correlating the survival of
animals subjected to different spleen procedures, followed by peritonitis induction,
based on CD4 and CD8 T lymphocytes. Method: thirty young male Wistar rats were
distributed into three groups comprising 10 animals each: group MB (n=10) - animals
were subjected to spleen manipulation; group ET (n=10) - animals were subjected to
total splenectomy; group ESTPI (n=10) - animals were subjected to subtotal
splenectomy preserving the lower pole. All animals were subjected to blood collection
at two different times - before surgery (T1) and 70 days after surgery (T2) — in order to
count CD4/CD8 T lymphocytes based on flow cytometry. Seven days later, each
animal was injected with its own feces in order to induce fecal peritonitis; their survival
time was recorded from the injection time until animals’ time of death. Survival rate
was calculated and compared between groups. Non-parametric Kruskal-Wallis test
and Kaplan Meier survival analysis were used to compare survival time (in hours)
between groups. Wilcoxon test was used to calculate the number of CD4 and CD8 T
lymphocytes before and after surgical procedures. Spearman's coefficient was
calculated to correlate the percentage of lymphocytes to animals’ life span. P-value
lower than 5% was considered significant. Results: Group 3 (subtotal splenectomy)
recorded the longest median lifespan, whereas group 2 (total splenectomy) recorded
the shortest one; there was significant difference in lifespan among the three groups
(p = 0.013). The percentage of CD4 lymphocytes before and after the surgical
procedure did not significantly change in any of the three groups (p > 0.05). However,
the percentage of CD8 lymphocytes presented significant decrease in the spleen
manipulation and TSPLP groups (p = 0.017), after the surgical procedure (p = 0.022).
There was not significant correlation between the percentage of CD4 and CD8
lymphocytes and animal survival rates in all groups (p > 0.05). Conclusions: The
survival time of rats subjected to different spleen procedure types, and who were not
treated for fecal peritonitis, recorded significant difference among the three groups;
Group 2 recorded the shortest survival time. There was decreased number of CD8 T
lymphocytes in animals subjected to spleen manipulation and TSPLP. The CD4 and
CD8 T lymphocyte count was not correlated to the survival of animals subjected to the
different spleen procedures investigated in the current study.

Keywords: splenectomy; peritonitis; survival rate; T-lymphocytes; rats.
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1 INTRODUCAO

O bacgo é o maior dos 6rgaos linfaticos e participa ativamente do sistema de
defesa do corpo como local de proliferacéo de linfécitos e resposta imune!. Atua como
filtro imunitario capaz de limpar, a cada minuto, aproximadamente 4% do volume
sanguineo corporal na producdo de linfécitos e mondcitos e na fagocitose de
particulas estranhas, bactérias, virus e leucocitos, além de processar fatores seéricos,
como as opsoninas, que tém a funcdo de estimular a fagocitose?. O melhor
conhecimento do baco e de suas funcdes tem influenciado o emprego de condutas,
com o intuito de preservar o tecido esplénico®.

A ideia de que a retirada do baco era isenta de complicacbes passou a ser
contestada quando se verificou que esse 0rgao era indispensavel ao desempenho de
varios mecanismos de defesa do organismo®. Em 1952, constatou-se sepse
fulminante em cinco criancas submetidas a esplenectomia total devido a esferocitose®.
A partir desse trabalho, o risco de infeccao pds-esplenectomia tem sido considerado
tanto em criangas quanto em adultos e, assim, ficou conhecida a importancia do baco,
principalmente nas infec¢cdes agudas.

Atualmente, o risco de desenvolver sepse grave pOs-esplenectomia
(overwhelming post splenectomy sepsis - OPSS) em qualquer idade e em qualquer
momento é de 5%. Em mais da metade dos casos a sepse ocorre nos primeiros dois
anos’, com taxa de mortalidade superior a 50%8. Pensava-se que o risco era apenas
nos primeiros anos apos a esplenectomia, no entanto, verificaram-se casos relatados
que ocorreram entre 10 e 30 anos apoés a cirurgia®.

Pacientes submetidos a esplenectomia tornam-se mais suscetiveis a infec¢des
por bactérias, fungos, virus ou protozoarios. Os agentes etiol6gicos responsaveis pelo
maior numero de infeccbes sdo as bactérias encapsuladas Streptococcus
pneumoniae (aproximadamente 50% dos casos) seguidas de Haemophilus influenzae
tipo B e Neisseria meningitidis®.

A peritonite caracteriza-se por ser um processo inflamatorio da cavidade
peritoneal, que ocorre devido a diversas doencas que culminam com operagdes
abdominais de urgéncia/emergéncia. E infeccdo grave, que pode causar a morte do
individuo se nédo tratada adequadamente e em tempo habil. Essa infec¢do pode variar
de gravidade dependendo de varios fatores, tais como tempo de evolucao e resposta

individual de cada organismo. E classificada quanto a origem em primaria, secundaria
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e terciaria. As peritonites secundarias as doencas inflamatérias complicadas de
orgaos intra-abdominais, tais como apendicite ou diverticulite agudas, sdo as mais
frequentes?®. E consenso entre alguns autores que a peritonite pds-operatdria é mais
gravell-16, embora nem sempre isso seja encontrado'’*8,

O tratamento da peritonite secundaria inclui remocdo mecanica de
contaminantes por meio de lavagens peritoneais com solucao salina, administracéo
de antimicrobianos, restauracao de integridade abdominal e realizacéo dos cuidados
no poés-operatorio em unidades de tratamento intensivo e cirdrgico. Mesmo com esses
avancos, atualmente a peritonite é responsavel por aproximadamente 50% dos 6bitos
por sepse’®?, Fatores progndésticos associados a alta mortalidade estédo relacionados
a nao identificacdo do foco primario ou seu controle, a pacientes idosos,
imunossuprimidos e estado comatoso?2.

Estudos em que se induziu peritonite em ratos mostraram que 0s animais
submetidos a esplenectomia total apresentaram mais mortalidade em comparacéo
aos que ndo foram esplenectomizados?3. E, ainda, que os animais submetidos a
esplenectomia total associada a implante esplénico autégeno nao evitou o Gbito?*.
Outro estudo identificou reducdo da capacidade fagocitaria em ratos apos
esplenectomia total e inducdo de processo inflamatdrio em comparacdo a ratos que
foram mantidos com o baco integro®®.

O papel do bago na homeostase da fungdo imune consiste em participar do
armazenamento de linfécitos, como também de sua transformac&o e proliferacdo?6. O
baco é um 6rgéao linfoide secundario com ampla diversidade celular e microambiente
altamente compartimentalizado. Nele € iniciado o desenvolvimento da resposta
imunoldgica adaptativa frente a patdégenos recolhidos do sangue. Esse 6rgdo alberga
as ceélulas necessarias ao desenvolvimento da resposta imunoldgica, segregadas em
areas especificas e regides de interacdo e apresentagdo antigénica®’-?8.

As células do sistema imune estéo presentes em grande numero, 25% de todos
os linfocitos T e 10-15% de todos os linfécitos B2°, sendo responséavel por importantes
funcdes, como o inicio da resposta imune, com a realizacdo de fagocitose e a
producdo de anticorpos. A funcdo esplénica somada a sua estrutura tecidual
altamente compartimentalizada confere ao bago a caracteristica de 6rgdo fundamental
para o desenvolvimento da imunidade reativa contra diversos microrganismos

oriundos do sangue?8,
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A resposta imunologica € categorizada em dois grupos: imunidade inata,
também chamada de natural ou nativa, e imunidade adaptativa, que pode ser
especifica ou adquirida®. A resposta imune inata corresponde a primeira linha de
defesa do organismo, em que 0os mecanismos efetores sdo ativados de forma réapida.
A imunidade inata constitui a primeira acédo de resposta do sistema imunoldgico contra
microrganismos. Esta ndo guarda memaria e ndo é especifica, de modo que reage da
mesma forma para todos os casos de infeccdo®®3L. A imunidade inata é definida por
alguns autores®? como o conjunto de mecanismos de defesa que ndo se alteram
durante a vida do organismo hospedeiro®?.

A imunidade adquirida (ou adaptativa), por sua vez, é uma resposta mais
demorada, por isso mais especifica, sendo dividida em celular e humoral. Essa
imunidade confere memaria imunoldgica as células do seu sistema (linfécitos T e B) e
possibilita a adaptacao do corpo a determinados microrganismos. Os linfocitos T séo
os efetores da resposta mediada por células, enquanto que o0s anticorpos
(imunoglobulinas) sdo os responsaveis pela resposta humoral®?. O linfécito B é a
principal célula dessa imunidade e caracteriza-se por ser 0 Unico capaz de produzir
anticorpo°.

A imunidade adaptativa caracteriza-se por realizar a resposta imunolégica
tardia. Difere da imunidade inata, pois possibilita a geracdo de especificidade para
antigenos distintos e memoriza (memdaria) as exposicdes anteriores aos patdgenos.
Nessa fase entram em cena os linfocitos, que séo classificados como as principais
células da imunidade adaptativa e sao diferenciados de acordo com sua origem (timo,
medula éssea) e as proteinas de suas superficies, que recebem o nome de cluster of
differenciation (CD). Os linfécitos principais sdo denominados B e T<0.

A retirada do baco representa a perda de um sitio importante de alocacgéo e
controle dessas células linfoides, interferindo em sua organizacéo e circulagéo33-.
Além disso, altera os padrdes de migracdo das células brancas, em especial de
linfécitos, causando seu aciimulo no sangue periférico®6. Adicionalmente, ha algumas
constatacOes acerca de alteracdes hematologicas, que também podem contribuir para
a modificagdo da funcdo imune. Observou-se que, ap0s esplenectomia, verifica-se
aumento no nimero total de leucécitos no sangue, principalmente linfécitos®’. Supde-
se que esse aumento pode ser devido tanto a exacerbacéo da atividade da medula

6ssea, quanto a remocdo de um sitio importante de alocacdo dessas células3®3,
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Notam-se, ainda, alteracfes no numero de granuldcitos e de linfocitos T totais, TCD4+
e TCD8+, tanto em humanos*® quanto em animais*42,

Acredita-se que, quando se faz necesséria a esplenectomia, as formas de se
evitar a sepse € a preservacao do tecido esplénico por meio de esplenectomia parcial
ou autoimplante de tecido esplénico, principalmente em criancas. No entanto, ha
controvérsias sobre a forma de se manter o tecido esplénico, sendo que uma das
opcOes é a preservacao do polo inferior apds esplenectomia subtotal, proposta por
pesquisa conduzida em 201143, Mas ainda persistem controvérsias se esse polo do
baco é suficiente para manter a funcdo imunitaria e prolongar a sobrevida dos
animais**. Assim, propusemos a realizacdo desta pesquisa, com a expectativa de

contribuir para dirimir essas controvérsias.
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2 OBJETIVOS

a) Comparar a sobrevida de ratos submetidos aos diversos procedimentos no
baco, como manipulacdo do baco, esplenectomia total e esplenectomia
subtotal com preservacao do polo inferior do baco, apos inducdo de peritonite
fecal.

b) Verificar alteragdo da contagem de linfécitos TCD4 e TCD8 apds os
procedimentos no baco.

c) Correlacionar a sobrevida dos animais submetidos aos diversos procedimentos

no baco e inducéo de peritonite fecal com contagem de linfocitos TCD4 e TCDS.
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3 METODO

Trata-se de pesquisa experimental, prospectiva, realizada em ratos no Biotério
de Experimentacdo Animal (BEA) do Centro de Pesquisa da Escola Superior de
Ciéncias da Santa Casa de Misericordia de Vitoria-ES (EMESCAM). A manipulacdo
dos animais seguiu a legislacdo vigente que regulamenta o uso de animais em
pesquisa no Brasil (Lei n°® 11.794/2008).

O projeto foi aprovado pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG (CEUA - Protocolo n° 275/2015 —
ANEXO A) e pelo Comité de Etica no Uso de Animais da EMESCAM (CEUA -
Protocolo n°® 001/2015 — ANEXO C).

3.1 Composicao dos grupos de animais

Foram utilizados 30 ratos da linhagem Wistar, machos, entre dois e trés meses
de idade, com peso médio de 320 g, distribuidos aleatoriamente em trés grupos de 10
ratos cada, de acordo com o tipo de procedimento cirdrgico a que eles foram

submetidos:

a) Grupo MB (n=10) - manipulacéo do baco;
b) Grupo ET (n=10) - esplenectomia total,
c) Grupo ESTPI (n=10)- esplenectomia subtotal com preservac¢ao do polo inferior

do baco.

3.2 Preparacdo dos animais, anestesia e procedimentos cirdrgicos

Os ratos foram pesados e anestesiados via intraperitoneal com cloridrato de
cetamina (Vetaset®), dose de 75 mg/kg, associado a cloridrato de xilazina (Kensol®),
dose de 5 mg/kg, seguido de tricotomia da parede abdominal e toracica, imobilizacéo
do rato na mesa cirrgica em decubito dorsal e antissepsia ampla da pele com solucéo
alcoolica de polivinilpirrolidona-iodo a 10%.

A via de acesso a cavidade peritoneal de todos os animais foi por incisao

longitudinal e mediana da pele e tela subcutdanea com 2,5 cm de comprimento, que se
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estendeu de 0,5 cm abaixo do processo xifoide até o pubis, abertura da linha alba e
peritdnio, seguida de exame da cavidade abdominal (FIG. 1).

FIGURA 1 - Fotografia digital mostra a via de acesso a cavidade peritoneal do rato.

ApGs a laparotomia, os procedimentos no bago foram realizados de acordo com
o delineamento da pesquisa:

a) Nos animais do grupo MB, realizou-se somente a manipulacéo do bago (FIG.
2);

FIGURA 2 - Fotografia do rato do grupo MB, laparotomizado, com exposi¢cdo do

estbmago e do baco, sendo este submetido somente a manipulagéo.
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b) nos animais do grupo ET, realizou-se esplenectomia total apds a laqueadura
dos vasos do pediculo esplénico e dos ligamentos periféricos ao 6rgdo, com

pontos separados de fio de mononylon 5.0 (FIG. 3);
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FIGURA 3 - Fotografia do baco integro extirpado de rato do grupo ET.

c) nos animais do grupo ESTPI, realizou-se a esplenectomia subtotal com
preservacao do polo inferior de acordo com a técnica proposta por Paulo et
al.®?, que consiste em: ligadura e sec¢do dos vasos que irrigam a porcéao
superior e média do baco, rente a borda esplénica, com mononylon 5.0; seccao
do baco abaixo dos vasos ligados; manutencao do polo inferior do baco irrigado
por vasos do ligamento gastroesplénico, sendo sua borda cruenta mantida sem

sutura ou colocacao de omento (FIG. 4).
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FIGURA 4 - Estudo de um animal do grupo ESTPI.

A) Fotografia identificando o estbmago e o bago e a pinga apontando o polo inferior e a existéncia dos
vasos gastroesplénicos; B) figura esquematica mostrando artéria e veia esplénica, ligadura e secgao
dos vasos que irrigam a porcéo superior e média do baco e sec¢éo do bago abaixo dos vasos ligados.
Seu polo inferior foi mantido irrigado por vasos do ligamento gastroesplénico (ESTPI).

Apbs os procedimentos no bacgo, a laparorrafia foi feita por meio de sutura
continua com fio mononylon 5.0 em dois planos, sendo o primeiro o peritbnio e
musculoaponeurotico e o segundo a pele. Ao final das operagfes foram administrados
5 mL de solucéo salina 0,9% via subcuténea para reposi¢ao hidroeletrolitica, uma vez

ao dia durante trés dias.

3.3 Pés-operatério

No periodo pos-operatério, os animais foram agrupados em gaiolas coletivas
com capacidade para trés animais. A analgesia foi realizada com dipirona sédica na
dose de 52,5 mg/dia, via oral, dissolvida em 4gua do bebedouro (72 horas), dieta livre
e agua a vontade e cloridrato de nalbufina (Nubain®) na dose de 0,1 mg/Kg a cada 12
horas, durante trés dias. A evolugdo dos animais foi registrada em ficha individual
(FIG. 5).
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FIGURA 5 - Ratos mantidos em gaiolas coletivas apds os procedimentos

cirurgicos.

3.4 Imunofenotipagem

A influéncia do baco nas populacdes de linfécitos foi avaliada nos trés grupos
de animais por meio da imunofenotipagem de células TCD4 e TCD8 em sangue

periférico coletado sob anestesia, nos tempos seguintes:

a) T1 = sete dias antes do procedimento cirlrgico;

b) T2 = 63 dias de pds-operatdrio.

Foi coletado 1 mL de sangue via caudal de cada animal no pré e no pés-
operatério e colocado em tubos de 3 mL contendo anticoagulante (acido
etilenodiamino tetra-acético - EDTA). O isolamento de células mononucleares (CMN)
foi realizado apds cada tempo de coleta por meio de gradiente de densidade (Ficoll).
Apés o isolamento, foram feitas a ressuspensdo das células na concentracéo
necessaria (10 células/mL) e a centrifugacdo, seguidas de ressuspenséo em criotubo
com solucdo de congelamento (5% de sulféxido de dimetilo - DMSO - e 95% de soro
fetal bovino). A amostra com solugéo de descongelamento permaneceu em freezer
overnight a -20°C e armazenada a -80°C. Decorridos todos os tempos de coleta, as
amostras seguiram protocolo de descongelamento em solucdo aquecida a 37°C de
20% de soro fetal bovino e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM). As amostras
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descongeladas foram centrifugadas, lavadas por duas vezes e ressuspendidas em
Phosphato Buffered Saline (PBS).

As 60 amostras de células mononucleares foram transportadas em isopor com
gelo picado para o Laboratorio de Fisiologia Translacional do Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFES), onde foram analisadas em aparelho de citometria de fluxo, que tem como
principio a incidéncia de uma fonte de luz Light amplification by stimulated emission
of radiation (LASER) que intercepta cada particula (FIG. 6).

# BD FACSCanes N

FIGURA 6 - Aparelho de citometria de fluxo FACSCanto II.

A) Fotografia do aparelho de citometria de fluxo FACSCanto Il (BD Becton e Dickinson); B) Layout dos
softwares utilizados na andlise dos dados FACSDiva e C) FCS Express 4 Plus.

A dispersao da luz fornece dados relativos ao tamanho e a granularidade da
particula. Utilizaram-se os seguintes reagentes no uso do citbmetro: PBS, soro fetal
bovino, bloqueador do componente Fc (FC Blocker), anticorpo antiCD4 e antiCD8
marcado com fluorocromo e controle de isotipo para cada anticorpo correspondente.

Os ensaios de imunofenotipagem de leucécitos de sangue periférico foram
realizados seguindo o protocolo proposto pelo fabricante (BD Biosciences — Estados
Unidos da América - EUA). Esse protocolo foi realizado com o objetivo de identificar e
quantificar linfécitos T helper (CD4) e citotdxicos (CD8) por meio do reconhecimento
de antigenos de superficie especificos expressos nessas células. Para isso, foram
utilizados os anticorpos antiCD4 (BD/Pharmingen), fortemente expressos na
superficie de linfécitos T helper, conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) e
antiCD8a (BD/Pharmingen), fortemente expressos na superficie de linfocitos T

citotoxicos, conjugado a ficoeritrina (PE).
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As imunoglobulinas isétipo-especificas, ndo reagentes, marcadas com o
mesmo fluorocromo (imunoglobulina G - IgG1-PE e 1gG2a-FITC; BD/Pharmingen)
foram utilizadas como controles. Apos o protocolo de isolamento das células, dois
tubos de citometria de fluxo foram separados, identificados e 10° células adicionados.
Em seguida, visando reduzir a ligacdo mediada pelo receptor de Fc pelos anticorpos
de interesse, as amostras foram incubadas com Rat BD Fc Block (BD Biosciences —
EUA) a 4°C durante cinco minutos. Apos o bloqueio de Fc, no primeiro tubo foram
colocados 10 pL de cada anticorpo controle (IgG1-PE e IgG2a-FITC) e no segundo a
mesma quantidade dos anticorpos marcadores, ou seja, 10 yL de CD4-FITC e CD8a-
PE, e as amostras foram incubadas no escuro por 20 minutos. Decorrido esse tempo,
as ceélulas foram lavadas em PBS para remover 0 excesso de anticorpo e, por fim, foi
feita a aquisicdo de 30.000 eventos no FACSCanto Il (separador celular ativado por
fluorescéncia) e os dados foram analisados com auxilio do software Finite Capacity
Schedulling (FCS Express).

A determinacao das caracteristicas celulares foi obtida por meio da emisséao de
fluorescéncia, por um filtro Optico, e estas eram representadas por um gréafico de
dispersdo de pontos ou dot plot. A analise convencional dos dados foi realizada por
meio da selecdo da populacdo celular de interesse, baseada em aspectos
morfolégicos, a partir de graficos do tipo dot plot de tamanho (FSC) versus
granulosidade (side scatter - SSC) (FIG. 7). Apés a selecdo da regido de interesse
(R1), a frequéncia de subpopulacdes celulares fluorescentes (CD4 e CD8), dentro da
populacao selecionada, foi obtida em graficos bidimensionais de dispersao de pontos

de fluorescéncia.
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FIGURA 7 - FSC x SSC.

A) Esquema da luz dispersada e detectada pelos canais 6pticos do citdbmetro de fluxo. B) Identificagdo
de tipos celulares diferentes em uma amostra heterogénea de medula sangue. Modificado de: BD,
2000.

3.5 Inducéo da peritonite

A inducdo da peritonite nos ratos foi realizada 70 dias apds os procedimentos
cirdrgicos, mediante injecdo na cavidade abdominal de 10 mL/Kg de peso da
suspensao preparada com 2 g de fezes recém-defecadas do préprio rato, quantidade
esta sabidamente letal*®. Essa suspenséo foi preparada diluindo-se as fezes em 17
mL de solucao de cloreto de sodio a 0,9% e filtrada em compressa de gaze, a fim de

possibilitar a sua passagem pela luz da agulha (FIG. 8).
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FIGURA 8 - Fotografia digital do rato anestesiado e sendo submetido a injecéo de

solucéo de fezes na cavidade peritoneal para inducéo da peritonite.

3.6 Sobrevida dos animais

O tempo de sobrevida dos ratos foi anotado a partir da injecédo de fezes em sua
cavidade peritoneal até o momento do Obito. A taxa de sobrevida foi calculada e

comparada entre 0s grupos.

3.7 Variaveis estudadas e testes estatisticos

a) A comparacao do tempo de sobrevida (em horas) entre os trés grupos de
animais foi feita pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo que a
comparacdo multipla foi realizada pelo teste de Dunn. Na andlise de
sobrevivéncia foi usado o estimador de Kaplan Meier, e a comparagao entre 0s
grupos de animais foi feita pelo teste Log Rank;

b) a correlacdo do tempo de sobrevida dos animais apos a inducéao da peritonite
com o percentual de linfécitos TCD4 e TCD8 foi obtida pelo teste de correlacéo
de Spearman;

c) a comparacdo da quantidade de linfécitos TCD4 e TCDS8, antes e ap0s 0s
procedimentos no baco, foi conduzida pelo teste ndo paramétrico de Wilcoxon;

d) foram considerados significativos valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Sobrevida dos animais

Todos os animais submetidos aos procedimentos cirlirgicos sobreviveram até
0 momento da injecao de fezes na cavidade peritoneal, sendo que o0 menor tempo de
vida foi 0,2 horas e o maior 15,8 horas, sendo o tempo médio de 9,1 horas e desvio-
padréao de 4,1 horas.

A mediana e a média do tempo de sobrevida dos animais do grupo 2 (ET) foram
de 3,8 horas e 4,8 horas, respectivamente, sendo que o desvio-padréo representou
85,0% do tempo médio, o que denota alta variabilidade. No grupo 3 (ESTPI) a
mediana e a média do tempo de sobrevida foram de 11,35 horas e 11,25 horas,
respectivamente, e o desvio-padrao representou 20,3% do tempo médio, o que
ressalta baixa variabilidade. A comparacdo entre os trés grupos apurou diferenca
significante (p=0,013) (TAB. 1).

TABELA 1 - Comparacéao do tempo de sobrevida entre os trés grupos de animais, em

horas.
Tempo de sobrevida dos animais em horas
Grupo de animais Mediana Média + DP P
Manipulacéo do bacgo 9,66 (8,00 - 13,33) 10,39 + 2,94
ET 3,83 (0,58 - 8,90) 4,79 £ 4,07 0,013*
ESTPI 11,35 (9,50 — 13,25) 11,25+ 2,28

Nota: ET - Esplenectomia total; ESTPI - esplenectomia subtotal com preservacéo do polo inferior.
a Teste ndo paramétrico de Kruskall — Wallis; * p<0,05. DP — desvio-padréo.

A comparacdo mdultipla do tempo de vida entre os trés grupos de animais

revelou que houve diferenca significativa entre eles (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Caixa do tempo de vida por grupo? de animais.
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Nota: ET - Esplenectomia total; ESTPI - esplenectomia subtotal com preservagéo do polo inferior.
a .- Teste ndo paramétrico de Dunn

ESTPI versus ET - p<0,05

ET versus Manipulacéo - p<0,05

ESTPI versus Manipulacéo - p>0,05

Apbs a inducdo da peritonite, a chance de sobrevida em 10 horas dos animais
do grupo 2 (ET) foi de aproximadamente 10%; no grupo 1 (manipulagéo do baco) de
40%; e no grupo 3 (ESTPI) de 72%, cujas curvas de sobrevida dos animais

apresentaram diferenca significativa (p=0,002) (GRAF. 2).

GRAFICO 2 - Curva de sobrevida dos animais por grupo (Kaplan-Meier).
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Nota: ET — Esplenectomia total; ESTPI — Esplenectomia subtotal com preservacéo do polo inferior.
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4.2 Comparacdo do numero de linfécitos TCD4 antes e depois dos

procedimentos no baco

A comparacgéo da mediana do numero de linfocitos TCD4 nos animais dos trés
grupos, antes e depois dos procedimentos no baco, ndo apresentou diferenca entre

esses dois momentos de avaliagéo (p>0,05) (TAB. 2).

TABELA 2 - Comparacao da mediana do numero de linfocitos TCD4, antes e depois

dos procedimentos no baco, nos trés grupos de animais.

Grupos de animais Contagem de linfécitos TCD4, em Numero de linfécitos
relacdo aos procedimentos no bago TCD4 p
Minimo Méximo Mediana

Antes

Manipulacao do bago . 13,87 26,17 24,08 0,401
Depois 3,15 34,62 24,10

ET Antes 3,15 17,52 1351 0,678
Depois 4,55 26,64 15,80

ESTPI Antes 10,44 27,59 20,33 0,878
Depois 2,43 24,47 19,59

Nota: ET - Esplenectomia total;, ESTPI - esplenectomia subtotal com preservacdo do polo
inferior.p<0,05 significativo*; p>0,05 nao significativo.

4.3 Comparacdo do numero de linfécitos TCD8 antes e depois dos

procedimentos no baco

A comparacdo da mediana da contagem de linfécitos TCD8 nos animais dos
trés grupos, antes e depois dos procedimentos no baco, ndo encontrou diferenca no
grupo 2 (ET) (p=0,953), mas houve diferenca entre esses dois momentos nos grupos
1 (manipulacdo do baco) (p=0,022) e 2 (ESTPI) (p=0,017) (TAB; 3).

TABELA 3 - Comparacao da mediana do numero de linfocitos TCD8, antes e depois

dos procedimentos no baco, nos trés grupos de animais.

Contagem de linfocitos TCD8,em  Numero de linfocitos TCD8
relac@o aos procedimentos no baco Minimo Maximo Mediana

Grupos de animais

Manipulacéo do bago Antes 5,59 15,31 13,83 0,022*
Depois 0,78 14,30 11,85

ET Antes 3,79 5,78 4,15 0,953
Depois 0,84 5,07 4,38

ESTPI Antes 3,80 5,38 13,74 0,017*

Depois 0,77 13,11 11,40
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Nota: ET - Esplenectomia total; ESTPI - esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior.
p<0,05 significativo*; p>0,05 n&do significativo.

4.4 Correlacéo entre a sobrevida dos animais e o numero de linfécitos TCD4 e

TCD8 depois dos procedimentos no baco

O numero de linfécitos TCD4 e TCD8 nao se correlacionou com a sobrevida

dos animais submetidos a peritonite fecal nos trés grupos, (p>0,05) (TAB. 4).

TABELA 4 - Correlagdo entre o niumero de linfocitos TCD4 e TCD8 e a sobrevida dos

animais submetidos aos procedimentos no baco e peritonite fecal.

Linfécitos TCD4d x sobrevida Linfécitos TCD8d x sobrevida
Grupos de animais Coeficientg de D Coeficient? de 0
correlagao correlacao
Manipulacéo do baco 0,33 0,347 -0,35 0,328
ET 0,50 0,253 -0,39 0,383
ESTPI -0,08 0,844 0,04 0,933

Nota: ET - Esplenectomia total; ESTPI - esplenectomia subtotal com preservacao do polo inferior.
Coeficiente de correlacéo de Spearman p<0,05; d - depois dos procedimentos no bago.
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5 DISCUSSAO

A pesquisa sobre as relacdes entre baco e infecgéo se justifica, ainda nos dias
de hoje, devido as controversias sobre esse tema. Acreditou-se durante muito tempo
gue a esplenectomia total ndo provocava sérias complicacdes, até ser constatada
sepse fulminante em criancas submetidas a esse procedimento. A sepse pos-
esplenectomia é uma entidade rara, mas esta associada a elevada mortalidade,
justificando a existéncia de estudos sobre a sua prevencdo*®. Sabe-se que o paciente
esplenectomizado ou asplénico fica mais suscetivel a infec¢des por bactérias, virus,
fungos ou protozoarios, uma vez que a imunidade € uma das funcdes nobres do
baco*’. A auséncia do baco repercute na medula éssea, no sistema mononuclear
fagocitario, nos linfonodos e no figado*®. Como 6rgdo desse sistema, o baco
desempenha importante papel na defesa do organismo, devido a seus mecanismos
de filtracdo e fagocitose, além da producdo de fatores do complemento e
imunoglobulinas, em especial a IgM. Os pacientes que tiveram o baco removido
apresentaram reduc¢éo significativa na resposta imunolégica primaria, principalmente
as bactérias encapsuladas, o que aumenta o risco de sepse e faléncia dos
antimicrobianos com evolucéo rapida para 6bito*°.

Modelos experimentais de sepse pos-esplenectomia relataram que héa
correlacdo entre esses dois eventos, uma vez que a remocao do baco aumentou a
mortalidade decorrente de exposicao a bactérias, por inoculacdo intranasal ou
intravenosa, o que esta diretamente relacionado a diminuicdo da taxa de remocéo ou
depuracdo dessas bactérias da corrente sanguinea®. A infeccdo devastadora é uma
complicacdo caracteristica do paciente asplénico*® e, na maioria dos casos, fatal®!. A
Unica maneira de evitar essa afeccao adversa é a preservacao do tecido esplénico,
por meio de esplenectomia parcial ou transplante de tecido esplénico, principalmente
em criancgas.

A peritonite bacteriana € entidade nosolégica grave, que deve ser tratada
prontamente. A sepse associada a peritonite se da em graus variaveis, dependendo
da agressividade dos patégenos, da carga bacteriana, da extensdo e duracdo da
contaminacdo, da interacdo sinérgica, bem como da adequacdo da terapia inicial.
Caso o tratamento seja incapaz de proporcionar o imediato controle da infeccao
peritoneal, poderdo ocorrer endotoxemia e choque séptico®?>*. Apesar da melhoria

nos métodos diagnaosticos, potentes antibiticos, modernas unidades de tratamento
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intensivo e terapéutica cirdrgica criteriosa, cerca de um terco dos pacientes ainda
morre de peritonite secundaria grave®253:55,

Nesta pesquisa, a peritonite foi induzida pela injecdo de fezes do proprio rato
na cavidade peritoneal, com dose sabidamente letal. A escolha desse modelo baseou-
se no fato de ele fornecer contaminacdo por flora mista, assemelhando-se as
peritonites no homem, devido as diversas condi¢cdes clinicas®®8, O modelo da
peritonite sem tratamento causou a morte de todos os animais em curto espaco de
tempo, fato este relatado por outros pesquisadores, pois nessas circunstancias a
mortalidade é elevada, tanto na existéncia como na auséncia de tecido
esplénico'®>%60 A opcdo pelo rato Wistar se deveu a varios fatores, como facilidade
em realizar 0 experimento e comparar com outras pesquisas, custo mais baixo e
controle e manutencao mais faceis desses animais, quando comparados com animais
de porte maioré1-63,

Quando analisamos a sobrevida de ratos submetidos a diferentes tipos de
procedimentos no bac¢o - manipulagédo do bago, esplenectomia total, esplenectomia
subtotal com preservacdo do polo inferior - seguidos de indugdo de peritonite,
observou-se que os animais do grupo ET tiveram menos tempo de vida que os animais
dos outros dois grupos: os submetidos somente a MB e a ESTPI. Nos animais do
grupo ESTPI, o tempo médio e mediano de sobrevida foi superior a 11 horas e, além
de ter sido o maior entre os grupos de animais, foi 0 que apresentou variabilidade mais
baixa e desvio-padrdo menor. Embora o tempo de sobrevida dos animais do grupo
MB tenha sido um pouco inferior, mais de nove horas, ndo houve diferenca estatistica
entre eles, ou seja, comportamento semelhante entre 0s grupos que mantiveram o
baco ou parte dele. Por outro lado, nos animais do grupo ET, o tempo de sobrevida
foi de somente 3,8 horas, significativamente menor que nos outros dois grupos de
animais e, ainda, a variabilidade e o desvio-padréao foram elevados e muito superiores
aos dos demais grupos. Assim, considerando a chance de sobrevida dos animais em
10 horas, apos a inducédo da peritonite foi de aproximadamente 10% no grupo ET,
40% no grupo MB e 72% nos animais do grupo ESTPI. Essa constatacdo esta de
acordo com a literatura, na qual o remanescente esplénico de esplenectomias
subtotais ou os autoimplantes sé&o capazes de manter a funcdo imunolégica do baco
ou pelo menos parte dela, quando se faz necesséaria a remocao do 6rgéao ou parte
dele®471, Justifica-se, por isso, 0 empenho cada vez maior por parte dos cirurgides na

tentativa de preservar o tecido esplénico, por conhecer a sua importancia na defesa
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do organismo e por lidar com as consequéncias indesejaveis de uma esplenectomia
naqueles pacientes cujas outras opcoes de tratamento séo inviaveis.

O fato de os animais submetidos a esplenectomia total terem apresentado
menor sobrevida era esperado, ja que a retirada de todo o baco implica a perda de
um oOrgdo com importante funcdo imunoldgica. Ainda, os animais submetidos a
peritonite apresentam seus mecanismos de defesa imunologica deprimidos, tornando-
se mais suscetiveis a sepse e a morte mais precoce. Em pacientes asplénicos a
infeccdo devastadora ocorre na maioria e com alto indice de mortalidade®?.

Deve ser considerado, também, que h& outras importantes funcdes
desempenhadas pelo baco relacionadas a resposta imune, como a producdo de
imunomediadores, a properdina e tuftisina, que sao opsoninas capazes de fazer
ligacdo com bactérias, propiciando, assim, melhor defesa do organismo?®7275, Além
disso, ele abriga a maior concentracdo de células do sistema imune’®,

Na auséncia do baco, ha diminuicdo dos seus niveis séricos, e essa perda é
parcialmente responsavel pelo aumento da suscetibilidade dos animais asplénicos as
infeccbes agudas, por bactérias encapsuladas’”-’8. Isso fortalece a indicagéo de que,
sempre quando possivel, o tecido esplénico deve ser preservado, total ou
parcialmente, a fim de que ele cumpra a sua importante funcédo imunolégica, evitando-
se, assim, a sepse e, consequentemente, o 6bito dos animais.

Esperava-se que a preservacao de todo o baco dos animais do grupo MB
possibilitasse maior sobrevida dos animais deste grupo em comparacao aos animais
dos outros dois grupos. Entretanto, isso ndo se concretizou, apesar de os resultados
dos dois grupos de cirurgia conservadora terem sido semelhantes. Assim, pode-se
inferir que a ESTPI foi capaz de preservar a fungcdo imunoldgica dos animais.

As principais células que participam do sistema de defesa sé@o os leucdcitos,
também chamados de glébulos brancos do sangue, que séo originados na medula
0ssea e sdo responsaveis pela destruicdo de corpos estranhos que invadem o
organismo. Os linfocitos, por sua vez, sdo as células-chave no controle da resposta
imune e compdem 20 a 30% dos leucocitos circulantes no sangue dos adultos.
Divididos em linfécitos T e linfécitos B, sdo capazes de reconhecer especificamente
0s antigenos, diferenciando-os dos componentes préprios do organismo. Os linfocitos
T ou células T (derivados do timo), apresentam-se em duas classes principais. Uma
se diferencia e, quando ativada em células TCD8+ ou citotdxicas, sdo importantes no

combate a infeccdo viral, uma vez que tém a capacidade de reconhecer e destruir
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células infectadas por virus. A outra classe de células T, chamadas de células TCD4+
ou auxiliares, atuam na ativacdo de outras células, como os linfécitos B e o0s
macréfagos, além de exercerem papel central no controle e desenvolvimento da
resposta imune.

A funcado imunoldgica dos animais foi avaliada por meio da quantificacdo das
subpopulacdes de linfécitos TCD4 e TCDS8, antes e apds os procedimentos cirlrgicos
no bago. Empregou-se a citometria de fluxo, uma vez que este exame é capaz de
identificar os subtipos de células implicadas na imunidade. E importante ressaltar que,
em pesquisas que visem descobrir ou interferir em vias de transducdo de sinal de
resposta imune e/ou inflamatdria, a ferramenta que fornece a necessaria sensibilidade
e especificidade para monitorar subpopulacées celulares é a citometria de fluxo”®.
Esse procedimento € uma importante alternativa para o estudo dos eventos celulares
envolvidos na resposta imunoldgica com aplicacdes clinicas subsequentes, pois uma
das caracteristicas desse instrumento € a manutencéo das condi¢des vitais da célula
apos sua manipulagcédo, possibilitando investigacbes mais aprofundadas do
comportamento biolégico da populagdo em estudo, inclusive de avaliacdo
funcional®®8,

Apesar da utilizacdo mais comum ser a identificacdo de moléculas na superficie
e interior das células, a citometria de fluxo pode ser aplicada em grande variedade de
investigacBes. E uma técnica relativamente recente, que tem como principal vantagem
a analise multiparamétrica de milhares de células, individualmente, em curto espaco
de tempo, tornando-a uma técnica consistente e bastante confidvel para detec¢éo de
parametros morfolégicos, bioquimicos e fisioloégicos de células individuais. A
capacidade de mensurar simultaneamente multiplos parametros em uma unica célula
é, provavelmente, o aspecto mais poderoso dessa técnica®?8,

No presente estudo, ao comparar os resultados da contagem de linfocitos
TCD4 e TCD8 antes e ap0s os procedimentos no bacgo, verificou-se que nas duas
modalidades de cirurgias conservadoras do tecido esplénico, grupo MB e grupo
ESTPI, os resultados sugerem semelhancas por apresentarem 0O mesmo
comportamento sobre a contagem desses linfécitos. Nesses dois grupos de animais
houve significativa diminuicdo da contagem do numero de linfécitos TCD8, na
comparacao com o grupo ET, no entanto, em relacéo a contagem de linfocitos TCD4,

nao houve diferenca significativa entre os trés grupos.
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Uma explicacédo plausivel para tal fato é que a diminuicdo da populacdo de
linfécitos TCD8 pode ser devida ao estresse cirlrgico e/ou a coleta de sangue, nao se
correlacionando aos procedimentos cirirgicos estudados. O estresse é definido como
uma resposta geral do corpo as ameacgas internas ou externas inicialmente
ameacadoras, envolvendo a mobilizacdo de recursos fisiolégicos e psicolégicos para
lidar com eles. Em outras palavras, o estresse € cararcterizado por um desequilibrio
entre as demandas do corpo e a capacidade do corpo de lidar com elas.

A partir de experimentos utilizando ratos, avaliaram o efeito do estresse de
contencdo na determinacdo do pool de leucdécitos sanguineos e na migracdo dos
mesmos para pele e mucosas®. Observou-se neutrofilia e diminuicdo do nimero de
linfécitos B, mondcitos, células NK e linfécitos T, logo nos primeiros minutos de
contencdo. Contudo, cessado o estresse, houve rapida reversdo da alteracdo do
numero de leucécitos®*8. Niveis moderados de cortisol, liberados durante o estresse
agudo, induzem a redistribuicdo dos linfocitos, desviando-os do sangue para 0s
tecidos mais susceptiveis a infeccdes®®. Induz ainda o deslocamento da producéo de
linfocitos T auxiliar (TCD4) Th1l para a Th2, propiciando um ambiente rico em citocinas
anti-inflamatérias, linfécitos B e eosindfilos, e suprime a producdo de citocinas
inflamatérias e células TCD8%".

N&o se observou, também, correlacdo da sobrevida dos animais nos trés grupos
submetidos a peritonite fecal com a populacao de linfécitos TCD4 e TCDS.

De acordo com a literatura, era de se esperar que apds a esplenectomia a
contagem de leucoOcitos no sangue, em especial os linfécitos, estivesse
aumentada?’?8, Os linfécitos, especificamente, costumam aumentar em caso de
infeccdo e sua quantidade serve como indicativo para diversas doengas, além de
surgir apés a esplenectomia. Entretanto, aqui ndo se detectou aumento do nimero de
linfécitos no sangue, o que pode ter ocorrido devido ao tempo em que foi realizada a
segunda coleta de sangue, ou seja, 70 dias apds a esplenectomia. Esse tempo foi
proposto no delineamento da pesquisa, por se considerar que o tecido esplénico
poderia recuperar suas fungdes imunoldgicas apds esse tempo, quando se realiza
algum tipo de cirurgia no baco. Nesse periodo, no entanto, pode ter havido
acomodacédo dos niveis desses linfocitos no sangue, pois oito semanas depois dos
procedimentos no bago este 0rgado esta com suas funcbes recuperadas, tanto na

manipulacdo quanto na ESTPI.
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Quanto a esplenectomia total, dados da literatura confirmam que leucocitose
fisioldgica é registrada apds o quinto dia do procedimento, sendo o pico maximo apos
10 dias, seguido pela reducéo gradual®. Provavelmente o aumento do nimero de
linfécitos no sangue ndo tenha sido referido na presente pesquisa, porque o tempo de
70 dias apos as cirurgias sobre o baco, data da segunda coleta de sangue, tenha sido
suficiente para que houvesse redistribuicdo desses linfécitos para outros 6rgaos.

Seria interessante que se fizessem estudos a posteriori em que se tratasse a
peritonite nos animais com bago ou parte dele e analisar a sobrevida. Estudos
realizados em animais de experimentacdo mostraram que anestésicos locais como a
bupivacaina 0,5% ou lidocaina a 2% foram eficazes em evitar o 6bito em 100% dos
animais com peritonite fecal®®.

Acreditamos que este estudo contribuiu para avancar no conhecimento sobre
a importancia do baco frente a infeccdo. No entanto, em novas investigacfes
experimentais nessa linha é prudente acrescentar um grupo-controle sem algum tipo

de procedimento no animal, para eliminar possiveis vieses encontrados neste estudo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados desta pesquisa, pode-se afirmar que a ESTPI
contribuiu para aumentar a sobrevida dos ratos. Houve alteracdo do numero de
linfécitos TCD8 e nao foi verificada correlacdo da sobrevida com o nimero de linfécitos
TCD4 e TCDS.
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APENDICE E ANEXOS

Apéndice A - Ficha de Anotacéo dos Dados do Experimento

TITULO DO PROJETO: INFLUENCIA DA MANUTENCAO DO TECIDO ESPLENICO
NA SOBREVIDA E NOS LINFONODOS TCD4 E TCD8 DE RATOS SUBMETIDOS A
PERITONITE FECAL

GRUPO 1 — Laparotomia e manipulacédo do baco - 10 ratos

Identificag&o:

Peso do rato (g):

Data da operacao:

Horario da operacao:

GRUPO 2_- Esplenectomia total - 10 ratos.

Identificacao:

Peso do rato (g):

Data da operacéao:

Horario da operacéo:

GRUPO 3 - Esplenectomia subtotal com preservacédo do polo inferior do baco

- 10 ratos.

Identificacao:

Peso do rato (g):

Data da operacéao:

Horario da operacgéo:




Funcao Imunoldgica de todos os ratos:

Antes de serem submetidos as cirurgias:

GRUPO 1 - Rato 1 a) Linfocito TCD4
GRUPO 2 - Rato 1 a) Linfécito TCD4
GRUPO 3 - Rato 1 a) Linfécito TCD4

Apés 70 dias (depois dos procedimentos cirlirgicos):

GRUPO 1-Rato 1 a) Linfécito TCD4
GRUPO 2 - Rato 1 a) Linfécito TCD4
GRUPO 3 - Rato 1 a) Linfocito TCD4

Data e hora peritonite:
GRUPO 1 - Rato 1

GRUPO 2 - Rato 1
GRUPO 3 - Rato 1

b) CD8
b) CDS8
b) CDS8

b) CD8
b) CD8
b) CD8

Tempo decorrido da peritonite até o momento do 6bito:

GRUPO 1-Rato 1
GRUPO 2 -Rato 1
GRUPO 3-Rato 1
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Anexo A — Parecer ético da Comissao de Etica no Uso de Animais - UFMG

) CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Senhor(a) Professor(a) Tarcizo Afonso Nunes,
Apébs analise de sua solicitacdo de avaliacdo do projeto Efeito da peritonite em ratos submetidos as
operacdes conservadoras de tecido esplénico., submetido a esta comissdo pelo protocolo 275/ 2015,

a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagao.
Justificativa: Aprovado na reunido do dia 07/03/2016.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/

Horizonte, 08/03/2016.
ciosamente.

yma CEUA-UFMG
s:/lmww.ufmg.br/bioetica/ceteal/ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbénio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br



Anexo B — Parecer ético do Comité de Etica em Experimentac&o Animal
(CETEA) - UFMG

P UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
({ %i COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL
o P -CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEUA n° 205/2012, relativo ao projeto intitulado
“Fungdo fagocitaria do polo esplénico inferior e de implantes esplénicos
autogenos em ratos’, que tem como responsavel(is) Tarcizo Afonso Nunes,
estd(30) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacio 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°® 205/2012, related to the project
entitled " Phagocytic function of the lower splenic pole and autogenous
splenic implants in 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.

Belo Horizonte; 11/de/Qutubro de 2012.
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Prof®. Jacq lme Isaura Alvarez-Leite
Coorden'#doré do CETEA/UFMG
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Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: {31) 34994516

www.ufimg.bi/biceticacetea - ceteadprpg.ufmeg.br
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Anexo C — Parecer ético do CEUA EMESCAM

WYJS3IN3-YNID op ejunipe eiopeuspioo)
ojned eWI BZNAg Bj2ose|

awy

"0202°€2 L0 o sauidxa a)eayiua0 siy] "GL0Z'€Z L0 Jo Bunsaw
IejnBal ayj je panodde sem pue (WyISINI-YNID) SN [wiuy U0 SIIY)T dapiwo) ayy Aq pajdopy ‘uonejuswiLadxy
[ewiuy jo sa|dioulid [edly3 8y 0} Buipiodde si [ned oewojes qibeN ojiueq abieyd ul si yoiym *,suopesadp aAneAIasuO)
uaalds dLiqed 0} pajoalgng spey ul sHIUCYIA JO 39343, PAIUS Joaloid By} BuluiBoU0D G10Z/L00 ON [02010id 1By} Ajiian)

"0202/20/€T wa 8s-eaidxe OPeIYIND B)s3 "GL0Z/L0/ET SP BUBUIPIO OBIUNa) BU opeAcide opis opus) ‘(WYOSINI
-VYN30) slewluy ap osM ou eal3 8p gywo) ojad sopejopy ‘[ewiuy oedejuswiiadxy ep s00)3 soidjould SO Woo opiode
op ejse ojned oewojeg qibeN ojiueq [sAgsuodsal owod ws) anb ‘,091ug|ds3 opioa] ap SeiopeAIasuo) saodesadQ
Se sopjswqng sojey wa 3jluojuad ep 031a43, opeinul ojeloid o oAleR) ‘GLOZ/L00 oU 0]020j0Id O @nb sowedlyuar)

INVOSHINH

(441



