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1. RESUMO

O baco humano apresenta fluxo sanguineo de 350 I/dia. Sua
microcirculagdo e a dinamica da movimentagdo celular ainda n&do s&o
compreendidas. A circulagdo fechada representa menos de 10% do fluxo,
enquanto a circulacdo aberta conduz o sangue para o parénquima da polpa
vermelha. O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo sanguinea
vasculoparenquimatosa do baco, por meio de estudo cintilografico em ratos.

Trinta ratos da raca Wistar foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos (n=5). Grupo 1 (baco — 30 minutos) e Grupo 2 (baco — 90 minutos):
submetidos a laparotomia com direcionamento do fluxo sanguineo para o baco,
por meio de ligadura da aorta proxima a bifurcacdo das iliacas e dos vasos
esplancnicos, mantendo apenas a artéria esplénica; Grupo 3 (baco e estbmago
— 30 minutos) e Grupo 4 (baco e estdbmago — 90 minutos): submetidos a
laparotomia com direcionamento do fluxo sanguineo para baco e estémago, por
meio de ligadura da aorta préxima da bifurcacdo das iliacas e dos vasos
esplancnicos, com manutencédo do fluxo pelas artérias esplénica, gastrica e
vasos esplenogastricos; Grupo 5 (controle — 30 minutos) e Grupo 6 (controle —
90 minutos): submetidos a laparotomia e ligadura da aorta proxima a bifurcacéo
das iliacas, mantendo o fluxo para os 6rgaos abdominais. Apos as ligaduras
arteriais, os animais receberam injecao de 0,2 ml de pertecnetato de sodio na
aorta. Os animais foram observados pelo periodo de 30 ou 90 minutos, de acordo
com a distribuicdo entre os grupos. Foram realizadas imagens cintilograficas em
aparelho de gamacamara. Ao final do periodo de observacéo os animais tiveram

o baco retirado para contagem radioativa em aparelho contador automatico.



N&o houve diferenca nos valores de radiacdo do bacgo entre os grupos,
indicando retencdo do radiois6topo pelo bagco, mesmo apds o periodo de 90
minutos.

Concluindo, o fluxo sanguineo através do baco ndo é continuo. O sangue
difunde-se pelo parénquima esplénico e sua drenagem venosa € lenta, nao

seguindo sequéncia previsivel.

Palavras-chave: Bago/Irrigagdo sanguinea. Microcirculagdo. Circulacdo

esplancnica. Ratos.



2. ABSTRACT

The blood flow of the human spleen is 350 liters per day. The splenic
microcirculation and the dynamics of cell movement within this organ are not
completely understood. The closed circulation within the arterioles, capillaries
and venules is responsible for less than 10 % of blood flow inside the splenic
parenchyma. In the open circulation, most of the blood flows through the
perivascular space inside the red pulp of the splenic parenchyma.

The aim of this study was to evaluate the vasculoparenchymal blood
circulation of the spleen by means of scintigraphic study in rats.

Thirty Wistar rats were randomly distributed into six goups (n=5). Group 1
(spleen — 30 minutes) and Group 2 (spleen — 90 minutes): the rats were
laparotomised and the aorta was ligated right above the iliac vessels, the
splanchnic arteries were ligated as well, in order to direct the blood flow to the
spleen. Group 3 (spleen and stomach — 30 minutes) and Group 4 (spleen and
stomach — 90 minutes): the rats were laparotomised and the aorta was ligated
right above the iliac vessels, the splanchnic arteries were ligated as well,
preserving the blood flow by splenic and gastric arteries and splenogastric
vessels. Group 5 (control — 30 minutes) and Group 6 (control — 90 minutes): the
rats were laparotomised and the aorta was ligated near the iliac vessels.
Maintaining the blood flow to the abdominal organs. After ligating these vessels,
the animals were submitted to injection of 0.2 ml of sodium pertechnetate in the
aorta. The animals were observed for 30 or 90 minutes according to the group

they belonged. Scintigraphic images were made in a gama camera. At the end of



the following period, the animals have had the spleen removed for radiation
counting in an automatic counter.

There was no difference in the splenic radiation counts between these
groups, showing that there is a retention of the radioisotope in the spleen, even
after 90 minutes.

In conclusion, the splenic blood flow is not continuos. The blood flows into
the splenic parenchyma and its drainage is slow, not following in a predictable

sequence.

Key words: Spleen/Blood supply. Microcirculation. Splanchnic circulation. Rats.



3. INTRODUCAO

3.1 Aspectos gerais

O fluxo sanguineo do baco humano é cerca de 350 litros de sangue por
dia. Sua irrigacao se faz pela artéria esplénica, pelos vasos esplenogastricos e
através de vasos colaterais, que incluem artérias polares, artérias pancreaticas
e artéria gastro-omental esquerda. A avaliacdo da funcdo esplénica e do
tamanho do baco em criancas e adolescentes normais submetidos a
angioembolizacdo da artéria esplénica, devido a trauma ndo mostrou diferenca
em relacdo a esses aspectos. No entanto, esse procedimento néo € isento de
riscos, sendo descritos abscessos e infartos esplénicos (EKEH et al., 2013;
SKATTUM et al.,, 2012). A ligadura dos vasos esplenogastricos também é
associada a abscessos do baco, por hipoperfusdo de seu pélo superior
(MARTINEZ; SANCHES; GARCIA, 2008).

A artéria esplénica origina varios ramos pancreaticos e a artéria gastro-
omental esquerda antes de bifurcar-se (84%-90%) ou trifurcar-se (10%-16%),
originando as artérias lobares e segmentares do baco (CORTES; GOMEZ
PELLICO, 1988; GUPTA et al., 1976). Ha dois ramos da artéria esplénica, que
nutrem os polos superior ou cranial e o inferior ou caudal do baco. A
vascularizacdo e distribuicdo anatdbmica dos 6érgdos abdominais no rato sao

analogas as encontradas em humanos (FIGURA 1).
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FIGURA 1:fAnatomia arterial no rato.

A drenagem venosa ¢ feita pela unido de afluentes venosos que saem do
baco para formar a veia esplénica. A distribuicdo venosa do baco segue o
mesmo padrdo da irrigacdo arterial. A veia esplénica junta-se com a veia

mesentérica superior para formar a veia porta (SKANDALAKIS et al., 1993).



3.2 Histologia

Em todos os mamiferos, o tecido esplénico é dividido em duas polpas. A
polpa branca é constituida por acimulo de linfécitos, que seguem as artérias,
apos elas deixarem as trabéculas. A polpa vermelha é formada por corddes de
macroéfagos e leucdcitos, chamados corddes esplénicos de Billroth, e por seios
venosos. No interior do baco, as artérias seguem pelas trabéculas, como artérias
trabeculares, que se subdividem. Ao deixarem as trabéculas, as artérias sédo
circundadas pela polpa branca, na forma de uma bainha de linfocitos (periarterial
lymphatic sheat - PALS) (ELMORE, 2006; PETROIANU, 2003,1993; MARQUES;
PETROIANU; COELHO, 2003; MARQUES & PETROIANU, 2003; PETROIANU
& BERINDOAGUE NETO, 2006; PETROIANU et al., 2010,2008,2006,2004;
ALBERTI et al.,, 2012,2007; CALDEIRA et al.,2005; REZENDE et al.,2007;
MARQUES et al., 2004,2002).

A artéria que percorre o parénquima esplénico envolta pela bainha PALS,
€ chamada de artéria folicular. Ramos arteriolares saem dessa artéria e
terminam na zona perifolicular. Ao dividir-se na polpa branca, a artéria folicular
perde sua bainha, originando multiplas arteriolas com forma similar a de um
pincel, sendo por isso denominadas de arteriolas peniciladas. Essas arteriolas
penetram na polpa vermelha e podem apresentar-se envolvidas por uma bainha
de macrofagos, chamada de bainha de Schweigger-Seidel ou elipsoides
(ROBINSON, 1926). Entre as polpas branca e vermelha localiza-se a zona
perifolicular, onde ocorrem as reacdes contra antigenos, por meio de circulacéo
aberta, na qual o sangue entra em contato com as células do baco, dando inicio

as reacfes imunitarias. A microcirculacdo esplénica e a dindmica da



movimentacgdo celular ainda ndo séo totalmente compreendidas (CHEN, 1978;

ARNON et al.,2013).

3.3 Propedéutica imaginoldgica e cintilografica

A avaliacdo cintilogradfica do baco tem sido substituida por
ultrassonografia com Doppler, tomografia computadorizada e ressonancia
nuclear magnética. Entretanto, a cintilografia ainda é importante, quando se
pretende proceder a avaliagédo funcional do baco, ja que a maioria dos estudos
baseia-se na remocéo de particulas coloidais marcadas com radionuclideos,
pelos macrofagos esplénicos. Entre os radiofarmacos, o mais utilizado para
estudo do baco é o coloide de enxofre marcado com 99 meta-tecnécio (99mTc).
Outros coloides utilizados para os estudos esplénicos séo o fitato de sodio e o
estanho (EHRLICH et al., 1982; PHOM et al., 2004).

Mesmo sendo captado mais intensamente pelo figado, o fitato é utilizado
no estudo do baco devido a sua facilidade de preparacdo. Quando se deseja
obter imagens esplénicas sem interferéncia do figado, podem-se usar hemacias
autégenas marcadas com enxofre coloidal-99mTc (MENTH et al., 2009). Essa
técnica € menos adotada, por ser mais trabalhosa. Bactérias radiomarcadas
podem ser empregadas em estudos cintilograficos (DINIZ et al., 1999). A funcéo
de bacos operados foi pesquisada em estudo que avaliou a fagocitose de
Escherichia coli marcadas com 99mTc (PETROIANU, 2010).

Outro radiosétopo utilizado nos estudos cintilograficos € o pertecnetato de
sodio (Na®®*™TcO.), que é obtido pela eluicdo de 99mTc em solucgédo salina. O

pertecnetato de sddio tem meia vida curta - cerca de seis horas - e sua emissao



de energia gama com 140 KeV torna-o adequado para o estudo cintilografico de
orgdos (CHACON et al., 2007; VALENCA et al., 2005). Por ser uma solucao
salina, ndo sofre opsonizacdo nem é fagocitada por células do sistema
mononuclear fagocitario. A molécula do radiois6topo também € inerte a acao das
células de defesa organicas, portanto o comportamento desse radiofarmaco é

de um liquido aquoso iso-osmolar diluido no sangue, sem antigenicidade.
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4. OBJETIVO

e Estudar o fluxo sanguineo vasculoparenquimatoso do bacgo, com vista a
entrada e saida sanguineas desse 0rgdo, por meio de estudo

cintilografico.
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5. RELEVANCIA

Este estudo faz parte de uma linha de pesquisas sobre o bago. Estudos
prévios sobre anatomia, funcéo e operacdes esplénicas foram realizados com o
intuito de preservar o 6rgao e suas funcgoées.

O baco é o unico 6rgao sobre o qual ainda ndo se tem conhecimento
adequado de sua circulagdo. As informacdes trazidas por este estudo poderéo
contribuir para o entendimento da circulagcdo vasculoparenquimatosa do baco,
ao verificar como o fluxo sanguineo distribui-se no parénquima esplénico antes
de sua saida pelas veias do baco.

Estudo piloto deste trabalho mostrou a impossibilidade de remover o
sangue esplénico, por meio de infusdo hidrica a semelhanca de outros 6rgaos
em procedimentos de transplante, por exemplo. Cabe verificar o comportamento
do fluxo esplénico para esclarecer essa sua caracteristica.

Apesar de conhecida desde Galeno (século Il), a relacdo existente entre
0 baco e o estbmago, ainda nado foi determinada a associacdo desses dois
orgaos, por meio de seu fluxo sanguineo, com especial destague para 0s vasos
esplenogastricos, previamente denominados ducto de Galeno e incluidos

inapropriadamente entre 0s vasos gastricos curtos.
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6. METODO

6.1 Etica

Este trabalho foi realizado de acordo com as recomendacdes das Normas
Internacionais de Protecdo aos Animais e do Caddigo Brasileiro de
Experimentagdo Animal (PETROIANU, 2000; ROLLIN, 2006; MARQUES;
MORALES; PETROIANU, 2009). O projeto desta pesquisa foi aprovado pela
Camara do Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA) em 28/04/2010, protocolo n°

220/2009 (APENDICE 11.1).

6.2 Material e delineamento experimental

6.2.1 Animais e cuidados

Este estudo teve como modelo ratos da raca Wistar (Rattus novergicus)
adultos fémeas, provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais foram
identificados e alocados no Biotério da Faculdade de Medicina da UFMG, onde
permaneceram em gaiolas - cinco animais por gaiola -, recebendo racéo propria

para ratos e agua a vontade.
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Os animais permaneceram em observacao pelo periodo de 15 dias,
durante os quais foram submetidos a exame ectoscopico em busca de

anormalidades que os excluiriam deste estudo.

6.2.2 Distribuicdo dos animais e protocolo do estudo

Foram distribuidos aleatoriamente 30 ratos em seis grupos (n=5):

Grupo 1 — controle 30 minutos: ratos submetidos a laparotomia e ligadura
da aorta, proximal a bifurcacdo das artérias iliacas, e injecao intra-aértica de
pertecnetato de sodio. Os animais foram mortos apos 30 minutos e submetidos
a esplenectomia.

Grupo 2 — controle 90 minutos: ratos submetidos a laparotomia e ligadura
da aorta, proximal a bifurcacdo das artérias iliacas, e injecao intra-aértica de
pertecnetato de sédio. Os animais foram mortos apos 90 minutos e submetidos
a esplenectomia.

Grupo 3 — baco 30 minutos: ratos submetidos a laparotomia e ligadura da
aorta proximal a bifurcacdo das artérias iliacas e de seus ramos viscerais, com
preservacao apenas da artéria esplénica, para conduzir o fluxo do pertecnetato
de sédio injetado no sentido do bacgo. Os animais foram mortos apds 30 minutos
e submetidos a esplenectomia.

Grupo 4 — baco 90 minutos: ratos submetidos a laparotomia e ligadura da
aorta, proximal a bifurcacéo das artérias iliacas, e de seus ramos viscerais, com
preservacao apenas da artéria esplénica, para conduzir o fluxo do pertecnetato
de sédio injetado no sentido do bacgo. Os animais foram mortos apds 90 minutos

e submetidos a esplenectomia.
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Grupo 5 — baco e estomago 30 minutos: ratos submetidos a laparotomia
e ligadura da aorta, proximal a bifurcacdo das artérias iliacas e de seus ramos
viscerais, com preservacdo das artérias esplénica e gastrica esquerda, para
conduzir o fluxo do pertecnetato de sodio no sentido do baco e do estbmago.
Foram mantidos os vasos esplenogastricos. Os animais foram mortos ap6s 30
minutos e submetidos a esplenectomia.

Grupo 6 — baco e estdbmago 90 minutos: ratos submetidos a laparotomia
e ligadura da aorta, proximal a bifurcacdo das artérias iliacas e de seus ramos
viscerais, com preservacao das artérias esplénica e gastrica, para conduzir o
fluxo do pertecnetato de sédio no sentido do baco e do estdmago. Foram
mantidos os vasos esplenogastricos. Os animais foram mortos apos 90 minutos

e submetidos a esplenectomia.

6.2.3 Ato anestésico

Os animais foram anestesiados com injecéo de cloridrato de quetamina —
80 mg/kg (Dopalen ®, Vetbrands, Jacarei, SP) associado a cloridrato de xilazina
15 mg/kg (Xilazin ®, Syntec, Hortolandia, SP) intramuscular na coxa direita. O
animal foi mantido em respiracdo espontanea. Durante todo o periodo de
anestesia, foram observadas as frequéncia respiratorias e cardiaca, além da
movimentacdo espontanea dos animais, com vista a deteccdo do nivel de
anestesia e de possiveis complica¢des. Durante o periodo de observacao, até o
momento da morte dos animais, foram injetadas doses anestésicas
suplementares com metade da dose de quetamina, quando 0s animais

mostraram sinais de superficializagdo do plano anestésico.
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6.2.4 Ato operatorio

Os procedimentos cirdrgicos foram realizados no Laboratério de
Radioisétopos da Faculdade de Farmacia da UFMG, obedecendo as normas
técnicas de assepsia e antissepsia.

Os instrumentos cirargicos, da marca Edlo® S/A. Produtos Médicos
(Canoas-RS) utilizados nas operacdes foram: bisturi de lamina moével (cabo n° 3,
lamina n° 15), tesoura de Mayo-Stille reta, tesoura de Metzembaum, pin¢ca de
disseccao serrilhada, pinca de dissec¢cdo com dentes, pincas de Kelly retas,
pincas de Kelly curvas, pincas de Allis, porta-agulhas de Mayo-Hegar, afastador
autostatico de Weitlaner, pinca vascular bulldog curva, materiais para
microcirurgia da marca Rhosse® Instrumentos e Equipamentos Cirdrgicos Ltda.
(Ribeirdo Preto-SP): pinca para microcirurgia curva, tesoura para microcirurgia
Castroviejo curva.

Apoés a inducdo anestésica os animais foram posicionados em decubito
dorsal sobre pranchas de polietilieno cobertas com filme plastico de policloreto
de vinila (PVC). Suas patas foram mantidas abduzidas, fixadas com fita adesiva.
Realizaram-se depilacdo e antissepsia da parede abdominal, com
polivinilpirrolidona (Riodene ® lodopovidona degermante, Rioquimica, Sao José
do Rio Preto—SP) e colocacéo de campo cirurgico fenestrado estéril.

Os ratos foram submetidos a laparotomia mediana xifopubica. Explorou-
se a cavidade abdominal visando a identificar alteracdes que iriam excluir o

animal do estudo.
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Nos animais dos grupos 1 e 2, o intestino delgado foi deslocado para
expor os vasos retroperitoneais. A aorta foi dissecada e ligada proximo a
bifurcacdo das artérias iliacas (FIGURAS 2 e 3).

Nos animais dos grupos 3 e 4, além dos procedimentos descritos para 0s
grupos 1 e 2, realizou-se nefrectomia bilateral, por meio de ligadura do pediculo
vascular renal com fio monofilamentar de nailon 5-0 (Shalon, Goiania-GO) e
retirada de ambos os rins da cavidade abdominal. Foram ligadas as artérias
mesentérica superior, hepéatica comum, gastroduodenal, gastrica esquerda
(FIGURA 4) e mesentérica inferior e vasos esplenogastricos (FIGURA 5) com fio
monofilamentar de nailon 5-0 (Shalon, Goiania-GO).

Nos animais dos grupos 5 e 6 foram realizados os procedimentos
similares aos descritos para os grupos 3 e 4, com excecdo das ligaduras da
artéria gastrica esquerda e dos vasos esplenogastricos, cujos fluxos sanguineos

foram mantidos (FIGURA 6).

FIGURA 2: Exposicéo dos vasos retroperitoneais, aorta
(seta) e veia cava (7% ) do Rato 3 do Grupo 2.
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FIGURA 3: Injecdo do pertecnet:;to de so6dio no

Rato 2 do Grupo 2, ap6és a ligadura da aorta acima de
sua bifurcacao (seta).

FIGURA 4: Dissecc¢ao da artéria gastrica esquerda com
auxilio de uma pinca de Kelly, para sua ligadura
no Rato 1 do Grupo 4.
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FIGURA 5: Pingameto dos vasos esplenogastricos,
para sua ligadura e seccao no Rato 1 do Grupo 4.

FIGURA 6: Manutencéo dos vasos esplénicos, incluindo os
esplenogastricos (setas), no Rato 4, do Grupo 6.



19

6.3 Exame cintilogréfico

ApOs as ligaduras arteriais, 0os animais receberam injecdo de 0,2 ml de
pertecnetato de sédio na aorta. Em seguida, o orificio resultante da inje¢&o foi
ocluido com pinga vascular bulldog, para evitar sangramento e saida de material
radioativo para a cavidade abdominal. O material foi preparado e fornecido pelo
Laboratério de Radiofarmacologia da Faculdade de Farméacia da UFMG. O
tecnécio (Tc) foi obtido a partir de um gerador de 99m-Tc com atividade de 9,25
GBq do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares — Comisséo Nacional de
Energia Nuclear (IPEN-CNEN) de S&o Paulo. O tecnécio foi diluido em solucéo
salina estéril, para conter atividade aproximada de 200 uCi em 0,2 ml de solucéo.
Cada seringa, contendo a solucdo radiomarcada, teve sua atividade medida.
Apos a injecdo do material radioativo, verificou-se a atividade remanescente na
seringa, para proceder a subtracdo do total medido antes da injecéo, obtendo,
assim, o total que foi injetado nos animais.

As afericbes foram feitas no aparelho calibrador de dose CRC-15R da
empresa Capintec, Inc. (Ramsey, NJ, Estados Unidos da América - EUA).
Seringa de 1 ml contendo a solu¢éo com o radiofarmaco em 0,2 ml foi preparada
como padrdo de dose para que o decaimento radioativo, em funcédo do tempo,
pudesse ser levado em consideracdo na avaliacao final.

Apés a injecdo do material radioativo utilizando-se agulhas de 8mm x
0,3mm, iniciou-se o estudo cintilogréafico, por meio do aparelho de gamacamara
(FIGURA 7). Foi utilizada a camara cintilografica para animais Nucline™ TH22,
da empresa Mediso Ltda. (Budapeste, Hungria). Foram confeccionadas imagens

estaticas, com periodo de aquisicdo de cinco minutos. As imagens foram
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realizadas imediatamente apds a injecao de 0,2 ml da solucao radioativa na aorta

de cada rato e apés 10, 20 e 80 minutos.

FIGURA 7: Aparelho de gamacamara (seta) acoplada a computador
(¥%) no Laboratério de Radiois6topos da Faculdade de Farméacia da
UFMG.

6.3.1 Cuidados com os animais

Os animais foram observados durante todo o periodo cintilografico, para
verificar o plano anestésico. Como 0s animais permaneceram laparotomizados,
foram colocadas gazes estéreis embebidas em solucéo salina sobre os 6rgaos

abdominais expostos, com o intuito de evitar sua desidratacao.
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6.3.2 Esplenectomia e morte dos animais

Apo6s o término da coleta de imagens na gamacamara (30 minutos ou 90
minutos), ligou-se o pediculo vascular esplénico com fio de nailon 5-0 (Shalon,
Goiania-GO) e o baco foi retirado para contagem radioativa. Os animais foram
mortos por sobredosagem de anestésico (200 mg/kg de quetamina + 25 mg/kg
xilazina injetada no peritdnio).

Os bacos retirados tiveram sua atividade radioativa medida em aparelho
contador automatico Wizard 3” 1.480 da empresa PerkinElmer (FIGURA 8). Foi
medida também a atividade radioativa da seringa preparada como padréo de
dose. A radiacdo medida pelo contador Wizard 3” 1.480 foi expressa em
contagens por minuto (cpm), como o percentual da dose injetada por grama de
baco (% DI/g). Os resultados foram obtidos com a divisdo da radiacdo medida
no baco, pelo total medido no padréo de dose e dividindo esse resultado pelo
peso médio do baco. O peso médio do baco foi conseguido a partir da pesagem
dos bacos de 20 ratos com peso e idade semelhantes aos utilizados no estudo.

As carcacas dos animais foram guardadas em congelador exclusivo para
descarte de animais do laboratério, por sete dias, para decaimento da atividade
radioativa. Em seguida elas foram encaminhadas a divisdo de material biolégico
e hospitalar da Superintendéncia de Limpeza Urbana (SLU), para serem

incineradas.
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FIGURA 8: Aparelho contador automatico Wizard 3” 1480 do
Laboratorio de Radioisétopos da Faculdade de Farmacia da UFMG.

6.4 Andlise estatistica

Para o calculo do tamanho da amostra, foi empregado o software Minitab
16.0, para serem desenhadas curvas de poder da amostra para situacdes com
2, 3,4, 5 e 6 réplicas. As curvas de poténcia indicaram a probabilidade de
detectarem-se diferencas entre as médias dos efeitos principais, ou seja, a média
obtida em cada uma das seis combinacdes estudadas (trés grupos: controle,
baco, baco e estbmago, nos dois tempos: 30 e 90 minutos).

Usou-se como estimativa de erro padrdo da média dos resultados a serem
obtidos o valor de 15 uCi. Observa-se, pelos dados da TABELA 1 e do GRAFICO
1, que cinco réplicas estabelecem probabilidade acima de 97% de detectar
diferenca de 30 uCi, o que representa em torno de 15% de variagdo em relagéo

a quantidade inicialmente injetada (200 pCi), com nivel de significancia de 5%.
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Optou-se por trabalhar com cinco réplicas e, consequentemente, 30

observagoes.

TABELA 1: Calculo amostral do niUmeros de ratos estudados em cada grupo.

Total de
Réplicas observacbes Probabilidade de deteccédo de diferenca de 30 uCi

2 12 48,6%
3 18 78,3%
4 24 91,8%
5 30 97,1%
6 36 99,1%

Replicas

L I s

=0 Z=Zm—A40 9

D,D T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

DIFERENCA MAXIMA

GRAFICO 1: Curva de poténcia
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Para avaliar a existéncia de relacéo entre o peso dos bacos e o peso dos
animais, utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Spearman, haja vista que a
medida foi realizada em 20 ratos e o coeficiente adequa-se a situacoes em que
a amostra é inferior a 30 casos. Para comparar os pesos dos ratos, foi aplicado
o teste de Mann Whitney.

Os dados foram apresentados como média, erro padrdo da média, valores
minimo e maximo.

Neste estudo foram realizados trés procedimentos cirlrgicos e avaliacbes
em dois tempos (30 e 90 minutos), portanto, foram seis combinacdes e para cada
combinacgéao foram obtidas cinco réplicas. Configurou-se, assim, um experimento
fatorial e a analise se deram por meio de um modelo linear generalizado. Nessa
analise, verificou-se a existéncia de efeito principal relacionado aos
procedimentos cirdargicos (grupos controle, baco, baco e estbmago) e os tempos
na variavel percentual da dose injetada por grama (%DI/g), além da variavel
pertecnetato de soédio injetado. Avaliou-se também a existéncia de efeito da
interacdo entre o tipo de procedimento e o tempo. Considerou-se que valores
correspondentes ao nivel de p<0,05 indicaram diferenca entre os grupos, nas

variaveis estudadas.



25

7. RESULTADOS

7.1 ConsideracOes gerais

Todos o0s animais toleraram bem a anestesia, evoluindo sem

intercorréncias durante o tempo de estudo para cada grupo.

7.2 Peso dos animais e peso médio do baco

Em 20 ratos, a relacdo entre os pesos dos bacos e dos ratos indicou o
coeficiente de correlacdo de Spearman de 0,142. Como o valor p encontrado foi
de 0,549, a hipdtese nula ndo deve ser rejeitada, ou seja, a correlacdo nao foi
diferente de zero.

O valor de p encontrado na comparacao entre os pesos foi de 0,106,
indicando a inexisténcia de diferenca entre os pesos da amostra de 20 ratos e a

amostra geral de 30 ratos (GRAFICO 2).
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p =0,106.

GRAFICO 2: Média dos pesos (g) dos animais nos diferentes grupos estudados.

O peso médio encontrado para o baco, utilizado no calculo do percentual
de radiacdo injetada por grama foi de 0,558 g. As TABELAS 1A e 2A (dos
APENDICES) mostram os valores individuais obtidos durante as pesagens dos

animais.

7.3 Pertecnetato de sédio injetado e percentual de dose injetada por grama

de baco (%Dl/g)

N&o foi encontrada diferenca entre os grupos na quantidade de
pertecnetato de sodio injetado, nem em relagéo ao percentual da dose injetada
por grama (% DI/g), ou nos tempos de estudo (30 e 90 minutos) (TABELA 2,

GRAFICOS 3 e 4).
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TABELA 2: Valores p para as variaveis %DI/g e pertecnetato de sédio injetado,

pelo modelo linear generalizado.

Parametros %Dl/g INJETADO
Tipo de operacéao 0,990 0,722
Tempo (30 ou 60 minutos) 0,166 0,636
Tipo de operacéo + tempo 0,991 0,672

195,2 201,4 204,0 202,0

LT

BACO 30 BAGCO90 ESTOMAGO ESTOMAGO CONTROLE 30CONTROLE 90
MINUTOS MINUTOS 30 MINUTOS 90 MINUTOS MINUTOS MINUTOS

GRAFICO 3: Valores médios do pertecnetato de sodio injetado (uCi) a cada

grupo estudado.
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GRAFICO 4: Valores médios do percentual da dose injetada por grama de baco

(%DI/g), nos grupos estudados.

As TABELAS 3A e 4A mostram os valores de pertecnetato de sddio
injetado em cada rato e os valores obtidos na contagem da radiacdo de cada

baco, com seus respectivos valores do padréo de dose.

7.4 Imagens cintilograficas

As imagens cintilograficas obtidas neste estudo revelaram
gualitativamente a captacdo do farmaco radioativo pela regido do baco e do
estbmago. A comparacgéo das imagens obtidas nos diferentes tempos de estudo
indicou que houve diminuicdo da atividade radioativa na regido central
toracoabdominal ap6s 90 minutos, com manutencdo da captagdo do
radioisétopo na area de estbmago e baco. As imagens correspondem

principalmente ao estdbmago, devido a sua afinidade pelo pertecnetato de sédio.
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A tireoide também captou o radiofarmaco, sendo que sua melhor visibilizacao se
deu nas imagens obtidas apds 90 minutos. As FIGURAS 9, 10 e 11 ilustram as
imagens obtidas em ratos ap6s 30 e 90 minutos, com concentracdo abdominal
do radioso6topo na regido de baco e estbmago, além de captacao pela tireoide
apos 90 minutos. Nesse periodo, houve distribuicao do material radioativo, antes
concentrado na regido toracoabdominal, com permanéncia no estdmago e
glandula tireoide, ambos bem contrastados. Mesmo no grupo em que foram
ligados a artéria gastrica esquerda e o0s vasos esplenogastricos, houve
concentracdo do radiofarmaco na regido gastrica, indicando que a irrigacao

proveniente do torax e esd6fago conduziu o pertecnetato de sédio ao estdmago.

FIGURA 9: Cintilografia do rato 2 do grupo baco - 90 minutos

A: Imagem obtida apds 20 minutos da injecdo do pertecnetato de soédio, com
concentracao do radiois6topo na regido do baco e estbmago (seta azul).

B: Imagem obtida ap6s 90 minutos da injecdo do pertecnetato, com
concentracéo do radiois6topo na regido de baco e estbmago (seta azul) e
captacéo pela glandula tireoide (seta branca). Diminuicédo da atividade
radioativa na regido central toracoabdominal.
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FIGURA 10: Imagem obtida em ratos dos grupos estdmago e baco (30 e 90
minutos)

A: Imagem do rato 1 do grupo estdbmago e baco — 30 minutos, apds 20
minutos de injecdo do pertecnetato de sodio, com maior concentracdo de
radioisotopo na regido abdominal (estbmago e baco — seta azul).

B: Imagem do rato 2 do grupo baco e estbmago — 90 minutos, apds 90
minutos decorridos da injecao de radioisétopo, mostrando captacao na regiao
abdominal (estbmago e baco - seta azul) e também pela glandula tireoide
(seta branca). Diminuicdo da atividade radioativa na regido central
toracoabdominal.

FIGURA 11: Imagem obtida no rato 3 do grupo controle - 90 minutos. Em
ambas ha a captacéao do radioisétopo na regido abdominal (estémago e baco

— setas azuis) e pela glandula tireoide (setas brancas).

A: apos 20 minutos da injecdo do radioisotopo.

B: ap6s 90 minutos da injecdo do radioisétopo. Diminuicdo da atividade
radioativa na regido central toracoabdominal.
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8. DISCUSSAO

Este trabalho faz parte de uma linha de pesquisa sobre o bago. Sua
relevancia deve-se ao fato de ainda ndo se conhecer o trajeto da circulagéo
vasculoparenquimatosa desse 6rgao. Os estudos sobre a anatomia e operacées
esplénicas utilizaram achados de animais, mesclados ao de humanos
(PETROIANU, 2003,1993; MARQUES; PETROIANU; COELHO, 2003;
MARQUES & PETROIANU, 2003; PETROIANU & BERINDOAGUE NETO,
2006; PETROIANU et al., 2010,2008,2006,2004; ALBERTI et al., 2012,2007;
CALDEIRA et al.,2005; REZENDE et al.,2007; MARQUES et al., 2004,2002;
STEINIGER et al., 1997). Ainda que haja diferenca na anatomia e fisiologia do
baco entre as espécies, os conhecimentos adquiridos em estudos com animais

podem auxiliar em pesquisas nos humanos.

8.1 Animais e material

O rato foi escolhido para este estudo devido ao seu tamanho, facilidade
de manuseio e disponibilidade. A gamacamara e o contador automatico de
radiacdo gama utilizados foram compativeis com o tamanho dos ratos e de seus
bacos.

A escolha de animais adultos foi fundamentada em dados que mostraram
diferenca entre as func¢des do baco na idade adulta e nos extremos etarios,
considerando que alteracdes anatdbmicas e na circulacdo poderiam ocorrer
também durante a vida dos animais (PETROIANU, 1993). Foram utilizadas

apenas fémeas, com o intuito de padronizar 0s grupos.
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Existem trabalhos na literatura que utilizam o rato, tanto em estudos
experimentais no baco quanto com radioisétopos, evidenciando que o modelo é
adequado a esta investigagao. Steiniger et al. (1997), encontraram diferencas
anatbmicas entre os bacos de humanos e de ratos, descrevendo variacdes
estruturais e na composi¢cdo celular das polpas branca, vermelha e zona
perifolicular. Ha diferencas na atividade celular mesmo entre os compartimentos
de um Unico 6rgdo. Matsuno, Fujii e Kotani (1986) ressaltaram que, em ratos, 0s
macréfagos da polpa vermelha esplénica exibiam atividade fagocitaria intensa
para particulas de carbono, enquanto os macrofagos da zona perifolicular
apresentavam atividade fagocitaria diminuida para as mesmas particulas, sendo,
entretanto, responsaveis pela fagocitose de polissacéarides. O esclarecimento da
circulacao intraparenquimatosa pode ajudar no entendimento das funcdes e da
dinamica celular no interior do baco.

Outros estudos que utilizaram radioisétopos e aparelhos contadores de
radiacdo, como os desta pesquisa expressaram seus resultados em percentual
da dose injetada por grama (%DI/g) do 6rgédo ou tecido avaliado (ARAUJO-
FILHO et al.,2007; CHACON et al.,2007). Neste trabalho foi calculado o peso
médio do baco de um grupo de 20 ratos com peso corporal comparavel aos
utilizados nos grupos de estudo. A pouca variacdo no peso dos bacos e os testes
estatisticos confirmaram que a medida do peso médio poderia ser utilizada para
esse célculo, sem prejuizo do resultado final. A comparacao entre os pesos dos

ratos nos diversos grupos estudados revelou homogeneidade de toda a amostra.
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8.2 Ato anestésico e operatorio

O tipo de anestesia utilizado nos animais baseou-se em estudos prévios
e recomendagcbes do CETEA da UFMG (FLECKNELL, 1993). Os animais
toleraram bem os procedimentos cirdrgicos e anestésicos, ndo tendo havido
mortes.

As ligaduras arteriais foram realizadas com o intuito de direcionar o fluxo
sanguineo e do radiois6topo injetado para o baco. Com a injecdo do material
radioativo no sentido do baco, foi possivel avaliar a distribuicéo inicial (até 30
minutos), tardia (90 minutos) e também a eliminacao desse farmaco. Os grupos
“‘estbmago e bago” (30 e 90 minutos) tiveram mantidos o fluxo pela artéria
gastrica esquerda e pelos vasos esplenogastricos. A manutencdo desses vasos
poderia influenciar na chegada do radiois6topo ao baco e também na sua
eliminacdo. O fluxo através dos vasos esplenogastricos parece ocorrer
principalmente no sentido estdbmago bac¢o, como ja comprovado pela isquemia
segmentar do baco, descrita apos ligaduras dos vasos esplenogastricos
(DRIESSEN et al., 2012; MARTINEZ; SANCHEZ; GARCIA, 2008). A injecao do
pertecnetato de sodio diretamente na artéria esplénica nao foi possivel no rato,
devido ao pequeno calibre desse vaso.

Os valores das doses de pertecnetato injetado néo tiveram diferenca,
guando comparados, salientando que os grupos foram homogéneos em relacéo
a radiacdo administrada. A dose utilizada de 200 uCi, equivalente a 7,4 MBq, ja
foi utilizada em outros estudos com ratos, tendo sido adequada para esse

modelo animal (SENNA-FERNANDES et al., 2009; VALENCA et al., 2005).
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8.3 Resultados do estudo e microcirculagdo esplénica

N&o foi encontrada diferenca na quantidade de radiacao presente no bacgo
guando comparados os tipos de operacao, inclusive nos grupos controle, nos
quais foi mantida toda a circulacdo esplancnica. Uma possivel explicacdo pode
ser que o pertecnetato de sodio-99mTc circulou pelos demais 6rgaos, ficando
retido ao chegar ao baco. Estudo experimental que avaliou a biodistribuicdo de
pertecnetato de sddio por varios 6rgaos de ratos submetidos a operacdo de
duodenal switch indicou captacdo aumentada pelo baco dos ratos operados,
sem, no entanto, ter encontrado as causas para tais achados (ARAUJO-FILHO
et al., 2007).

Outro estudo que avaliou a captacdo de pertecnetato de soédio pelo bacgo
de ratos, apos realizacdo de eletroacupuntura em varias frequéncias obteve
maior captacdo esplénica nos grupos submetidos ao procedimento, quando
comparados ao controle (SENNA-FERNANDES et al., 2009). Outra possivel
explicacédo € a quantidade de pertecnetato de sodio injetada, que pode ter sido
suficiente para impregnar o baco, mesmo no grupo em que o fluxo ndo foi
direcionado a esse 6rgao. Uma limitacdo das técnicas operatdrias empregadas
€ o fato de que os ramos toracicos da aorta ndo puderam ser ligados, assim
COmo 0S ramos posteriores e as artérias lombares, ndo se conseguindo o fluxo
exclusivo para o baco.

A comparacdo da radiacdo contida no baco, nos tempos diferentes (30 e
90 minutos) entre os grupos submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico,
também nao mostrou diferenga, indicando nédo ter havido eliminacdo do

radiofarmaco contido no baco. Esse achado é compativel com a hip6tese de que
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a circulacdo vasculoparenquimatosa ndo eflui imediatamente do baco, mas
depende de fatores ainda desconhecidos.

A circulacdo predominantemente aberta do baco pode explicar essa
retencdo do sangue no parénquima esplénico. A maioria dos estudos na
microcirculacdo esplénica utiliza a injecdo de materiais que, ao se distribuirem
pelos vasos do parénquima esplénico, revelam o trajeto seguido. Robinson
(1926) injetou oleos, betume diluido em terebintina, pigmentos e gelatinas para
tentar delinear a vascularizacdo no interior do baco de cées. Esse autor
considerou gelatina com corante o melhor material e identificou a saida dessa
gelatina pelos elipsoides, com distribuicdo em todas as diregcbes na polpa
vermelha antes de alcancar a circulagcédo venosa, reforcando o predominio da
circulacao esplénica do tipo aberta.

Chen (1978) injetou microesferas plasticas para estudar a circulacao
esplénica de coelhos e observou que os dois tipos de circulacdo coexistiam no
baco, com 90% do sangue passando pela circulacdo aberta. Alexandre-Pires,
Pais e Esperanca Pina (2003) verificaram ambos os tipos de circulacdo (aberta
e fechada) em bacos de cades estudados por microscopia eletrénica. Outros
achados trouxeram mais questionamentos sobre a microcirculacdo esplénica,
como a presenca de “fissuras” intraendoteliais, que permitem a saida de
elementos dos sinusoides em direcdo a polpa vermelha e teorias de que 0s
corddes e espacos na polpas vermelha ndo sejam extravasculares, mas espacos
e corddes endoteliais (WEISS, 1974).

Neste estudo, o pertecnetato de sédio foi escolhido por ndo ser um coloide
radiomarcado ou de material com particulas antigénicas. O bagco remove tais

marcadores por meio de sua funcao fagocitaria. Ao contrario do que € observado
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no estbmago e tireoide, ndo é descrita afinidade especifica do baco pelo
pertecnetato de sédio. Este modelo estudou a circulagédo esplénica, por meio de
substancia que circula como solu¢ao aquosa, sem particulas ou caracteristicas
qgue promovam sua retencdo em células esplénicas. Portanto o fluxo é
vasculoparenquimatoso

E possivel que haja afinidade do baco pelo radiofarmaco utilizado e que
sua retencao se dé por mecanismo ainda desconhecido. Porém, a afinidade e o
emprego desse radiois6topo em cintilografia sdo estabelecidos. O mecanismo
de captacéo do pertecnetato € a formacao do anion 99mTcOg4, que é captado
pela sodium-iodide symporter (NIS) — uma glicoproteina transmembrana que
transporta ativamente anions para o interior das células (como as células
foliculares na tireoide) (BOSCHI et al., 2013). Os 6rgdos com maior expressao
dessa glicoproteina sao tireoide, estdbmago e glandulas salivares. Pesquisa com
camundongos mostrou baixa captacéo e decaimento rapido do pertecnetato no
baco, sendo que a hipdtese para tais achados € a baixa expressédo da NIS nesse
orgao (ZUCKIER et al., 2004). A baixa expressao da NIS pelo bago pode reforcar
a hipotese de retencdo por mecanismos circulatérios formulada nesta
investigacao.

Em relacdo as imagens cintilograficas obtidas, foi efetuada apenas andlise
gualitativa. Optou-se pela nédo realizacdo de analise quantitativa, por meio de
selecdo de regides de interesse (regions of interest- ROI), devido ao estbmago
ser avido pelo pertecnetato de sédio e seu acumulo nesse 6rgdo poder ser
interpretado como uma falsa retencdo no baco, devido a proximidade desses
dois 6rgaos. Mesmo nos grupos em que foi feita a ligadura da artéria gastrica

esquerda e dos vasos esplenogastricos, o estbmago foi constrastado pelo
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pertecnetato, chegando ao estdbmago provavelmente por anastomoses entre
ramos arteriais, que nutrem o esoOfago distal e o estbmago, e mesmo por
irrigacdo submucosa vinda do esdfago. Além disso, a contagem direta da
radiacdo no 6rgdo apds a esplenectomia foi considerada mais acurada na
avaliacdo final. As imagens encontradas que mostram acumulo da radia¢do na
regido do estbmago e da glandula tireoide estdo em concordancia com o descrito
na literatura, mas considerou-se também a possibilidade do acumulo na regido
abdominal corresponder a imagens do baco e estbmago sobrepostas, haja vista
gue o Orgdo manteve-se com atividade radioativa, mesmo ao final dos 90
minutos.

Apesar de os achados deste trabalho terem fornecido informagao sobre a
retencdo do pertecnetato de sédio no interior do baco durante sua circulacéo,
ainda faltam respostas quanto a formacédo e eliminacdo do efluente venoso.
Pesquisas poderdo ser desenvolvidas na tentativa de entender a circulacao
intraparenquimatosa e a dinamica da movimentacao celular no interior do baco,
com especial atencdo a formacdo desse efluente venoso e aos fatores que o
influenciam. Outra limitacdo deste estudo, relaciona-se as alteracbes nha
homeostase decorrentes das ligaduras arteriais, que poderiam alterar os
resultados. No entanto, entende-se que no grupo controle a agressao foi menor,
haja vista que a hipoperfuséo foi provocada apenas pela ligadura da aorta acima
de sua bifurcacdo das iliacas, e que o0 mesmo padrdo de retencdo do
radiois6topo pelo baco foi encontrado. Cabe ainda compreender a inter-relacéo
entre as microcirculacdes esplénica e gastrica, que possam explicar o acumulo

do radiofarmaco no estdmago ao ser injetado para o baco.
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9. CONCLUSAO

O fluxo sanguineo através do baco ndo é continuo. O sangue difunde-se
pelo parénquima esplénico e sua drenagem venosa ndo é imediata, ndo

ocorrendo em periodo previsivel.
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11. APENDICES

TABELA 1A: Peso de todos os ratos nos grupos estudados.
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GRUPOS PESO (g)
Ratol Rato2 Rato3 Rato4 Rato5
Baco 30 min 204 210 222 190 215
Baco 90 min 225 220 213 210 210
Estdmago e bagco 30 min 222 201 212 205 211
Estdbmago e baco 90 min 190 224 210 224 205
Controle 30 min 219 208 220 221 220
Controle 90 min 208 220 230 215 219

min = minutos

g = gramas
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TABELA 2A: Peso de todos os ratos e seus bacos, utilizados para o calculo do

peso médio do baco.

Rato Peso do animal (g) Peso do baco(g)
1 203 0,53
2 191 0,50
3 189 0,52
4 213 0,57
5 193 0,62
6 210 0,59
7 207 0,55
8 198 0,60
9 202 0,57
10 201 0,55
11 222 0,54
12 230 0,55
13 210 0,51
14 201 0,56
15 214 0,55
16 216 0,59
17 205 0,53
18 212 0,59
19 226 0,58
20 224 0,56

g = gramas



TABELA 3A: Valores do pertecnetato de sodio injetado em cada rato dos

grupos estudados.
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GRUPOS Pertenectato injetado no rato (UCi)
1 2 3 4 5
Baco 30 min 209 171 201 200 195
Bago 90 min 206 205 201 206 189
Estdbmago e baco 30 min 196 207 209 200 208
Estdbmago e baco 90 min 198 194 208 206 204
Controle 30 min 195 185 193 177 185
Controle 90 min 197 199 184 183 186

min = minutos

MCi = microCurie
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TABELA 4A: Valores de radiacdo medidos no baco e seus respectivos padrbes

de dose, nos ratos dos grupos estudados.

GRUPOS RATO
1 2 3 4 5
Baco 30 min Contagem 212.395 1.042.753 3.315.533 720.652  1.453.136
baco (cpm)
Padrdo de 229372800 229372800 229372800 229372800 229372800
dose (cpm)
Baco 90 min Contagem  1.429.584 451.474 1.104.329 794.141  1.027.040
baco
Padrdode 196710500 196710500 207686500 207686500 263141100
dose (cpm)
Estdmago e Contagem  1.408.555 726.139 1.222.880 1.562.223 1.296.549
bago 30 min baco (cpm)
Padrdo de 218059300 218059300 197846200 197846200 197846200
dose (cpm)
Estdmago e Contagem 949.929 1.981.638  895.557 1.278.706 1.229.307
bago 90 min baco (cpm)
Padrdode 218059300 218059300 197846200 197846200 197846200
dose (cpm)
Controle 30 Contagem 1.779.887 529.082 1.417.542 617.997 718.151
min baco (cpm)
Padrdode 196710500 263141100 196710500 263141100 263141100
dose (cpm)
Controle 90 Contagem 1.288.814 819.689 784.180 1.072.472 1.324.161
min baco (cpm)
Padrdo de 207686500 207686500 263141100 263141100 263141100
dose (cpm)

min = minutos

cpm = contagens por minuto





