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RESUMO

Objetivos: avaliar se a oxigenacao hiperbarica (OHB) aumenta a proliferacao
celular por meio da expressao de Ki67 e PCNA e a proliferacdo vascular por meio
da expressédo de VEGF no polo inferior do baco, apos esplenectomia subtotal.
Verificar se ha correlacdo entre o tamanho do polo inferior do bago e a quantidade
de células positivas para os marcadores Ki67, PCNA e VEGF. Método: quarenta
ratos machos Wistar pesando 358,9 + 34,8g foram submetidos a esplenectomia
subtotal com preservacao do polo inferior, e distribuidos em dois grupos: grupo A
(n=20) - sem oxigenacao hiperbarica; grupo B (n=20) - submetidos a oxigenacao
hiperbarica. Os grupos A e B foram divididos em dois subgrupos de 10 animais
cada, de acordo com a época de eutandasia: subgrupo 15 dias e subgrupo 45 dias.
Os animais foram pesados no dia da esplenectomia subtotal, no 10° dia e no dia
da eutandsia. O polo inferior do baco foi medido quanto ao comprimento, largura e
espessura no dia da esplenectomia subtotal e no dia da eutanasia (15° e 45°
dias). ApoOs a extirpacao, o polo inferior do baco foi pesado e fixado em formalina
e processado em parafina para analise imuno-histoquimica utilizando marcadores
de proliferacdo celular (Ki67 e PCNA) e vascular (VEGF). Resultados: todos os
animais sobreviveram até a eutanasia. Houve aumento de peso dos animais de
todos os subgrupos do inicio para o final do experimento. Em nenhum dos grupos
o comprimento, largura e espessura do polo inferior do baco se alteraram. A
andlise imuno-histoquimica mostrou que no grupo A os animais do subgrupo de
45 dias, sem oxigenacdo hiperbarica, apresentaram aumento significativo de
células positivas para Ki67 em comparacdo aos do subgrupo de 15 dias
(p=0,001). Os animais do grupo B exibiram maior imunoexpressao de Ki67 que 0s
dos subgrupos sem OHB (p<0,05). A expressao de PCNA nos grupos A e B foi
maior nos animais do subgrupo de 45 dias quando comparados aos do subgrupo
de 15 dias (p<0,05). Os animais do subgrupo B15, submetidos a oxigenacao
hiperbarica, apresentaram maior imunopositividade que os do subgrupo Al15, sem
OHB (p=0,0029). No grupo B, animais com oxigenacdo hiperbarica, houve
correlacdo significativa entre a largura do polo inferior do baco e a proliferacdo
celular por PCNA no subgrupo B15 (p=0,048) e foi observada correlacao
significativa entre o comprimento do polo inferior do baco e a proliferacdo celular
por PCNA no subgrupo B45. O VEGF nao apresentou alteracdo significativa
(p>0,05) entre os subgrupos, entretanto, no subgrupo B45, houve correlacdo
significativa entre a expressdo de VEGF e o tamanho do polo inferior do baco
(p=0,004). Conclusdes: A oxigenacdo hiperbarica apds esplenectomia subtotal
aumentou a proliferacdo celular expressa por Ki67 e PCNA e ndo aumentou a
proliferagdo vascular expressa por VEGF no polo inferior do bago. Nos animais
submetidos a oxigenacdo hiperbarica, houve relacdo entre o tamanho do polo
inferior do baco e a quantidade de células positivas para PCNA e VEGF, mas
essa relagdo néo foi encontrada para o Ki67.

Palavras-chave: Esplenectomia. Oxigenagé&o hiperbarica. Antigeno Ki67.
Antigeno Nuclear de Célula em Proliferagédo. Fator A de Crescimento do Endotélio
Vascular.



ABSTRACT

Purpose: To evaluate whether hyperbaric oxygen increases cell proliferation by
expression of Ki67 and PCNA and vascular proliferation by expression of VEGF in
the inferior pole of the spleen after subtotal splenectomy. To verify whether there
Is a correlation between the size of the inferior pole of the spleen and the amount
of positive cells for the markers Ki67, PCNA and VEGF. Methods: Forty male
Wistar rats, weighing 358.99 + 34.8 underwent subtotal splenectomy with the
preservation of the inferior pole and divided into two groups: group A (n=20)—
without hyperbaric oxygenation; group B (n=20)—submitted to hyperbaric
oxygenation. Groups A and B were divided into two subgroups of 10 animals each,
according to the time of euthanasia: subgroup of 15 days, subgroup of 45 days.
The animals were weighed on the day of subtotal splenectomy, on the 10th day
and the day of euthanasia. The inferior pole of the spleen was measured in length,
width and thickness on the day of subtotal splenectomy and on the day of
euthanasia (15th and 45th days). After removal, the inferior pole of the spleen was
weighed and fixed in formalin and processed in paraffin for immunohistochemical
analysis using markers of cell proliferation (Ki67 and PCNA) and vascular (VEGF).
Results: All animals survived until euthanasia. There was an increase animal
weight of all subgroups from the beginning to the end of the experiment. The
length, width and thickness of the inferior pole of the spleen did not change in
either group. Immunohistochemical analysis showed that in group A, the animals
from the subgroup of 45 days without hyperbaric oxygen showed a significant
increase of Ki67 positive cells compared to subgroup of 15 days (p=0.001). The
animals in group B showed higher Ki67 immunostaining that the subgroups
without HBO (p<0.05). The expression of PCNA in groups A and B was greater in
animals from the subgroup of 45 days when compared to the subgroup of 15 days
(p<0.05). The animals of subgroup B15 undergoing hyperbaric oxygenation
showed higher immunopositivity than subgroup A15 without HBO (p=0.0029). In
group B, animals with hyperbaric oxygenation, there was a significant correlation
between the width of the inferior pole of the spleen and cell proliferation by PCNA
in subgroup B15 (p=0.048) and significant correlation was observed between the
length of the inferior pole of the spleen and the cell proliferation by PCNA in
subgroup B45. VEGF was not significant (p>0.05) between the subgroups,
however, in the subgroup B45, there was a significant correlation between the
expression of VEGF and the size of the inferior pole of the spleen (p=0.004).
Conclusions: The hyperbaric oxygenation after subtotal splenectomy, increased
cell proliferation by the expression of Ki67 and PCNA and did not increase
vascular proliferation by the expression of VEGF in the inferior pole of the spleen.
In animals submitted to hyperbaric oxygenation there was a relationship between
the size of the inferior pole of the spleen and the amount of cells positive for PCNA
and VEGF, but this relationship was not found for Ki67.

Key words: Splenectomy. Hyperbaric Oxygenation. Ki-67 Antigen. Proliferating
Cell Nuclear Antigen. Vascular Endothelial Growth Factor A.
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1 INTRODUCAO

Durante muito tempo acreditou-se que a retirada do baco por causa de
trauma abdominal ou outras doencas nao provocaria danos graves aos
pacientes*. No entanto, o risco de desenvolvimento de infec¢édo fulminante pés-
esplenectomia tanto em criangas®’ quanto em adultos pode surgir em qualquer
época apos a operacdo e independe da indicacdo cirirgica®’. O aumento do
indice de infeccdo em cdes e em ratos esplenectomizados sugere correlacdo
entre esplenectomia e sepse®!l. Além disso, foram verificadas alteracGes no
metabolismo lipidico em seres humanos'?14 e em animais de laboratério>2° apés
a esplenectomia total.

O baco é um dos principais 6rgaos do sistema mononuclear fagocitario,
pois atua como importante filtro biolégico e desempenha papel fundamental no
sistema imunitario®. Além disso, possui funcéo primordial na depuracgéo de células
e bactérias da corrente sanguinea, propicia a producdo rapida de anticorpos e
atua na ativacdo de macréfagos e na proliferacéo de linfocitos®21.

Uma vez verificadas a relevancia e diversidade funcional do baco, sua
preservacao total ou parcial passou a ser realizada de forma mais frequente#22-33
e as operacgdes conservadoras tornaram-se mais valorizadas. A esplenectomia
subtotal com preservacdo do polo inferior (ESTPI) € uma das alternativas para
manter a funcéo de defesa do organismo3°. Diversos estudos experimentais tém
mostrado resultados satisfatérios dessa operacgéol’193034-38  especialmente
quando associada a oxigenacéo hiperbéarica (OHB)3%41,

Paulo et al. (2011) observaram que o polo inferior do bago nos animais
submetidos a OHB nos 15° e 45° dias do pGs-operatdrio apresentou, a histologia
convencional, mais proliferagdo celular e mais aumento no nimero de vasos do
gue nos animais sem essa terapia*’. Entretanto, esses resultados carecem de
avaliacdo pormenorizada por meio de métodos que permitam quantificar e
reconhecer a expressao proteica, bem como localizar moléculas importantes na
proliferagéao celular e vascular do polo inferior do bago.

A proliferacdo celular € um processo biologico essencial a todos os

organismos vivos, devido ao seu papel no crescimento e manutencdo da
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homeostase dos tecidos*?, porém esse processo foi avaliado pela observacédo das
figuras de mitose, que representam apenas uma fase do ciclo celular. Com a
descoberta de proteinas que desempenham fun¢des importantes e especificas no
ciclo celular, outros métodos foram desenvolvidos e possibilitaram a identificacao
direta de células ciclizantes*344, Hoje, o0 método mais comum para determinar a
atividade proliferativa sdo as técnicas de imuno-histoquimica (IHQ), que séo cada
vez mais aplicadas na patologia de rotina*®.

O ciclo celular consiste em diversas fases: antes da sintese de acido
desoxirribonucleico (DNA) (G1), sintese de DNA (S), depois da replicacdo do DNA
(G2) e a fase mitdtica, que culmina com a divisdo celular. Esse ciclo € regulado
em dois momentos principais denominados pontos de restricdo (check points): no
periodo de G2 tardio, antes da entrada da célula em mitose; e na interfase, ao
final de G1, no periodo inicial chamado de start*344. O inicio do periodo G1 é
controlado por nutrientes, hormonios e fatores de crescimento. As fases do ciclo
celular que seguem ao G1 tardio (S, G2 e M) processam-se independentemente
de fatores externos®.

Para identificar as células em proliferacao, algumas proteinas relacionadas
a fase replicativa tém sido utilizadas como marcadores e detectadas com
anticorpos monoclonais, sendo o antigeno nuclear associado ao ciclo celular (Ki-
67) e o antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA) os mais utilizados?*6-48,

O Ki-67, proteina nuclear ndo histona, € um marcador classico de
proliferacdo celular amplamente aplicado nas éareas de diagnostico, de
investigacdo e de descoberta de farmacos*. Essa proteina é muito utilizada para
avaliar a atividade proliferativa de uma populacdo celular, por associar
caracteristicas desejaveis para esse tipo de marcador, como a expressao durante
praticamente todo o ciclo celular, do inicio da fase G1 a M, e por possuir meia-
vida curta, sendo degradada uma hora ap0s a mitose. Sendo assim, mesmo
marcacdes ténues podem ser consideradas positivas*®-°2 e indicardo que a célula
esta em processo de divisdo ou proliferacéo.

O PCNA é outra proteina nuclear ndo histona necessaria a sintese de
DNA, detectada desde a fase Gl até a transicdo de G2 a M, atingindo seu
maximo na fase S do ciclo celular*®3, estando ausente na fase G0*%%0. Pode ser
utilizada como marcador de proliferagdo celular, porque as células permanecem

mais tempo na fase G1 e S, quando estédo se proliferando®3. Essa proteina tem
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papel essencial no metabolismo de &cido nucleico como componente da
replicacdo do DNA e mecanismo de reparo®3°*. O aumento nos niveis de PCNA
pode ser induzido por fatores de crescimento ou como resultado de dano ao DNA
na auséncia de ciclo celular®®°®, O PCNA possui meia-vida longa, fazendo com
que as fracdes proliferativas sejam, muitas vezes, super-representadas*®-*°,

A proliferacdo de novos vasos a partir de vasos preexistentes, denominada
angiogénese, € fundamental para a funcionalidade e regeneracdo do tecido
esplénico. O papel da angiogénese é fornecer nutricdo e oxigénio para os tecidos
em crescimento, o que parece proporcionar a condicao fisiologica de cicatrizacdo
de feridas®®’. O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um dos
mais importantes fatores pré-angiogénicos®®. Atua diretamente no endotélio, induz
a proliferacdo e migracdo de células endoteliais e promove, assim, a
vascularizacdo do tecido®®®. O aumento na producdo de VEGF ocorre
principalmente em condi¢Bes de hipdxia, que é o principal indutor da producao
desse fator®?.

Estudos experimentais mostraram que a OHB apresenta as propriedades
seguintes: promove angiogénese®264; estimula a circulacédo colateral®®; melhora o
resultado de transplantes das ilhotas pancreaticas®®; atenua os efeitos deletérios
sobre figado e baco de ratos submetidos a ligadura das veias hepaticas e reduz a
incidéncia de mortes®’; induz a expressdo de VEGF no figado®®; reduz a leséo
hepéatica na regeneracdo do figado de ratos apds hepatectomia parcial®®70;
acelera a cicatrizacdo do baco apds a ligadura simultdnea da artéria e veia
esplénicas’!; melhora a viabilidade do polo inferior do bago apds ESTPI#; e induz
expressdo de PCNA'?,

No sentido de avancar os conhecimentos, é importante investigar se a OHB
podera favorecer a proliferacdo celular e vascular do polo inferior do baco
remanescente da esplenectomia subtotal e se esses efeitos poderdo variar em
funcdo do tempo de recuperacdo apdés a OHB. Para dar sustentacdo a essa
investigacdo, espera-se que as analises de IHQ possam contribuir para
compreender o0s processos celulares que ocorrem durante o crescimento e

proliferacéo do polo inferior do baco, influenciados ou nao pela OHB.
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2 OBJETIVOS

a) Avaliar se a oxigenacdo hiperbarica aumenta a proliferagdo celular e a
proliferacdo vascular no polo inferior do bago, apos esplenectomia subtotal.
b) Identificar se ha correlacdo entre o tamanho do polo inferior do baco e a

guantidade de células positivas para os marcadores de proliferacéo.



23

3 RELEVANCIA

7

O propdsito da esplenectomia subtotal é preservar tecido esplénico
suficiente para manter a funcdo de defesa do organismo; e o da oxigenacéo
hiperbarica € contribuir para aumentar a proliferacdo celular do remanescente
esplénico. Caso isso ocorra, essa modalidade terapéutica podera ser utilizada
para estimular a proliferagdo celular e vascular, manter importantes fun¢des do
baco e reduzir as complicacdes decorrentes da disfungéo esplénica.

A compreensdo dos processos celulares que ocorrem durante o
crescimento e proliferacdo do polo inferior do baco podera contribuir para as

decisdes clinicas sobre o uso da OHB nas operacdes conservadoras do baco.
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4 METODO

4.1 Considerac0Oes éticas

Este € um estudo experimental prospectivo cujo protocolo foi aprovado
pelos Comités de Etica no Uso de Animais da EMESCAM (n° 006/2011 — ANEXO
A) e da UFMG (n° 207/2012 — ANEXO B), seguindo o0s principios éticos
preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério/
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (SBCAL/COBEA) e pela Lei n°.
11.794/2008 que regulamenta o0 uso de animais em pesquisa no Brasil.

Os ratos foram adquiridos do Biotério de Producdo Animal do Centro de
Pesquisa da EMESCAM, sendo o experimento realizado no Laboratério de
Experimentacdo Animal desse Centro. Os animais foram mantidos em ambiente
climatizado, com controle de temperatura (20° a 22°C), ventilacdo, luminosidade
(12 horas claro e 12 horas escuro) e receberam racdo propria para a espeécie
(Nuvilab CR-1 autoclavavel - Nuvital®) e dgua a vontade em todas as fases do
experimento. Utilizou-se ficha de anotacédo para acompanhamento individual dos

animais.

4.2 Caracteristicas da amostra e constituicdo dos grupos de animais

O experimento foi realizado em 40 ratos machos da linhagem Wistar, com
dois a trés meses de idade, peso médio de 358,9 + 34,8g. Os animais foram
distribuidos, aleatoriamente, em dois grupos de acordo com a submissdo ou nao
a OHB e, posteriormente, foram constituidos quatro subgrupos conforme o dia da

coleta do espécime do polo inferior do bago para analise IHQ (TAB. 1).
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TABELA 1 - Distribuicdo dos ratos em dois grupos de acordo com a exposi¢cao ou
ndo a OHB e em quatro subgrupos conforme o dia do pds-operatorio

em que foi realizada a coleta do espécime do polo inferior do baco

(n=40)
Numero de
Grupos Subgrupos Diada coleta fragmentos
do espécime detecido de baco

A - sem oxigenagéao Al15 15° dia 10
hiperbarica (n=20) A45 45° dia 10
B - com oxigenacéo B15 15° dia 10
hiperbarica (n=20) B45 45° dia 10

A aleatorizagdo foi feita por meio de envelope opaco e lacrado que
continha em seu interior o nimero do subgrupo. Antes do sorteio, 0s envelopes
foram misturados entre si e um deles sorteado, aberto, identificando o subgrupo a
que o animal iria pertencer.

Ao final da composi¢cao dos grupos e subgrupos, os animais foram alojados
em gaiolas apropriadas (quatro animais por gaiola), devidamente identificadas e

mantidas em gabinetes Biotério STD 5 (Grupo Vidy - Sao Paulo, Brasil).

4.3 Procedimento cirurgico

O cirurgido que executou o procedimento cirtrgico desconhecia o grupo e o
subgrupo aos quais 0os animais pertenciam. Os animais foram pesados (balanca
eletronica Filizola® modelo MF-6 — sensibilidade de 1 g), anestesiados com 75
mg/kg de cloridrato de cetamina (Vetaset®, Fort Dodge — lowa, USA) associados a
5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Kensol®, Konig — Avellaneda, Argentina)
aplicados via intraperitoneal.

Uma vez anestesiados, os ratos foram imobilizados em mesa cirargica,
identificados com marca na cauda, realizada a tricotomia da parede abdominal e
tordcica e antissepsia da parede abdominal com solucdo alcodlica de
polivinilpirrolidona-iodo a 10%.

O procedimento cirtrgico consistiu-se em**:

a) Incisdo longitudinal da pele e tela subcutanea com aproximadamente 2,5

cm de comprimento, que se iniciou 0,5 cm abaixo do processo xifoide;
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b) abertura da linha alba e periténio;

c) exploracao da cavidade abdominal;

d) mobilizacdo do baco até a superficie da cavidade abdominal,

e) ligadura e seccdo dos vasos que irrigavam a porcao superior e média do
baco, rente a superficie esplénica, com mononylon 6.0 (Shalon®, Shalon
Fios Cirurgicos Limitada - Goias, Brasil);

f) seccéo do baco abaixo dos vasos lagueados, mantendo-se o polo inferior
irrigado por vasos no ligamento gastroesplénico e extirpou-se a porgcao
superior do baco;

g) a area cruenta do polo inferior do bago néo foi suturada;

h) medicdo do polo inferior do baco na sua parte central, quanto ao
comprimento, largura e espessura, empregando-se paquimetro de plastico;

i) laparorrafia por meio de sutura continua do peritbnio e o plano
musculoaponeurético em conjunto e da pele empregando-se mononylon
6.0 (Shalon®, Shalon Fios CirGrgicos LTDA - Goias, Brasil).

Ao final da operagéo, foram administrados 5 mL de solug&o salina 0,9% via
subcuténea e esse procedimento foi repetido a cada 24 horas por dois dias, com
finalidade de reposicéo hidroeletrolitica’.

No periodo pos-operatorio, 0s animais receberam dipirona sodica (Medley -
Sédo Paulo, Brasil) na dose de 52,5 mg/dia, via oral, dissolvido na agua do
bebedouro (72 horas), dieta livre e agua a vontade e cloridrato de nalbufina
(Nubain®, Cristalia — Sdo Paulo, Brasil) na dose de 0,1 mg/kg a cada 12 horas

durante trés dias. A evolucao dos animais foi registrada em ficha individual.

4.4 Oxigenagéo hiperbarica

Apos o término do efeito da anestesia, os animais do grupo B foram
submetidos a OHB em camara apropriada, conforme protocolo’': compresséo
gradual até 2,5 atmosferas (1 atmosfera ao nivel do mar e 1,5 atmosfera marcado
no mandmetro da camara) pelo periodo de 15 minutos, sendo mantidos nessa
pressao por 90 minutos, seguido da descompressado gradual da camara por 15

minutos. Esse procedimento foi realizado duas vezes ao dia, com intervalo de trés



27

horas entre as sessdes, durante os trés primeiros dias; e uma vez ao dia, durante
os sete dias seguintes.

Os animais do grupo A foram mantidos dentro da camara hiperbarica pelo
mesmo periodo utilizado para os animais do grupo B, para simular a oxigenacao

hiperbarica e submeté-los ao estresse de confinamento.

4.5 Coleta dos espécimes do polo inferior do bago e eutanasia

No 15° ou 45° dias do pos-operatoério, conforme o subgrupo, os ratos foram
anestesiados com cloridrato de cetamina associado a cloridrato de xilazina
aplicados via intraperitoneal e submetidos a nova laparotomia, para coleta do
espécime do polo inferior do baco. Em seguida, foi realizada eutanasia dos
animais aplicando-se pentobarbital sédico (Hypnol®, Syntec - Sdo Paulo, Brasil)
na dose de 120 mg/kg intraperitoneal e cloreto de potassio 10% intracardiaco
(dose-efeito). O polo inferior do bago extirpado foi pesado em balanca Adventurer
OHAUS® modelo AR 3130 com precisdo de 0,001 g e medido (comprimento,
largura, espessura), na sua parte central, do mesmo modo que se fez durante a
ESTPI.

4.6 Estudo da expresséo proteica

4.6.1 Fixacdo das amostras esplénicas

As amostras de polo inferior do baco extirpados no 15° e 45° dias pos-
operatorio foram seccionados longitudinalmente e as distintas partes foram
fixadas em formalina tamponada neutra 10% (potencial hidrogeniénico - pH 7) por
24 a 48 horas. Todos os procedimentos de IHQ foram realizados no Laboratorio
de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) do Centro de Ciéncias
da Saude (CCS) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).
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4.6.2 Processamento do material para histologia

Decorridas 48 horas de fixacdo, as amostras identificadas foram alocadas
em cassetes histologicos e posteriormente processadas em baterias de
desidratacdo em &lcool absoluto (cinco repeticdes), diafanizacdo em xilol (duas
repeticdes) e inclusdo em parafina histolégica (duas repeticbes). Cada banho
durou 40 minutos, totalizando seis horas de inclusdo dentro de estufa a 60°C. O
emblocamento do material foi realizado usando-se moldes histolégicos de
aluminio (dimensfes 15x15x5 mm) e os blocos parafinizados foram armazenados

em geladeira até 0 momento da microtomia.

4.6.3 Preparacao das laminas para histologia

Os cortes histologicos com 2 um de espessura foram obtidos usando-se
micrétomo rotativo manual (Leica Biosytems, Germany, 2125RT) e, em seguida,
montados em laminas revestidas com silano (Autofrost® - CancerDiagnostic,
United States of America - USA). As laminas preparadas foram envolvidas em
papel aluminio, armazenadas em caixas histologicas e mantidas no

congelador a -20°C até a realizacao da IHQ.

4.6.4 Imuno-histoquimica

Os cortes histologicos sobre as laminas foram retirados do congelador e
colocados em estufa a 60°C por 12 horas para secagem e desparafinizacdo. Em
seguida, as laminas foram organizadas em acessorios de vidro (bercinhos) para
coloragdo manual, at¢é o momento da recuperagdo antigénica.
Concomitantemente, o tampé&o citrato 10 mmol/L pH 6,0 (Spring Bioscience®) foi
aguecido em banho-maria até a temperatura de 95-96°C, onde os bercinhos
foram imersos e mantidos por 30 minutos. Apds essa etapa de recuperacao, 0
conjunto tampdao-laminas foi retirado do equipamento e mantido a temperatura
ambiente para resfriar durante 10 minutos e as laminas foram lavadas em agua

deionizada em dois tempos de um minuto cada.
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Para a etapa seguinte, procedeu-se a secagem individual de cada lamina
com lengo de papel e demarcacéo dos cortes histolégicos com caneta hidrofébica
(Sigma-Aldrich®, USA). Peroxido de hidrogénio 3% foi aplicado sobre os cortes
histolégicos e as laminas foram incubadas em camara umida por 15 minutos a
temperatura ambiente, para bloqueio da peroxidase endogena. Os cortes
histolégicos foram lavados com tampao Tris-Buffered Saline and Tween (TBST)
por cinco minutos e depois foram incubados com solucdo para blogueio de
proteinas endégenas (Spring Bioscience®) por 10 minutos e, em seguida, lavados
com TBST em dois tempos de trés minutos cada.

Os anticorpos primarios (Ki-67, PCNA e VEGF) foram diluidos em diluente
de anticorpo comercial (Spring Bioscience®). Os cortes histologicos foram
incubados com o0s anticorpos primarios em camara Umida a temperatura

ambiente, no tempo e diluicdes (TAB. 2).

TABELA 2 - Anticorpos primarios utilizados nas reacfes de imuno-histoquimica

com as respectivas diluicbes e tempo de incubacao

Fornecedor Tempo de
Anticorpo (n° de catalogo) Diluicao incubagéo
Ki-67 Abcam - ab 16667 1:25 1h30min
PCNA Abcam - ab 80576 1:400 1h30min
VEGF Abcam - ab 1316 1:200 1h

Decorrido o tempo de incubacao, os cortes histoldégicos foram lavados em
TBST por trés tempos de trés minutos cada. Para amplificar a visibilizagcdo da
reacdo, foi aplicado sobre os cortes o polimero N-Histofine® (Nichirei, Japan)
conjugado com peroxidase e as laminas foram incubadas em camara umida a
temperatura ambiente por 30 minutos. Os cortes histolégicos foram lavados em
TBST por trés tempos de trés minutos cada.

Para revelacdo da reacdo foi utilizado o substrato-cromégeno
diaminobenzidina-tetra-hidrocloreto (DAB liquido - Spring Bioscience®) preparado
de acordo com as recomendac¢des do fabricante. O DAB diluido foi aplicado sobre
os cortes e incubado a temperatura ambiente por 10 minutos. Para retirada do
excesso de DAB, os cortes histologicos foram lavados em agua corrente por cinco

minutos.
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Para melhor deteccdo do marcador proteico, foi realizada a
contracoloragdo, colocando-se as laminas em cuba contendo hematoxilina de
Harris (PA) durante 30 segundos. Ao final da reacéo, os cortes histologicos foram
lavados em &gua corrente para retirar 0 excesso de hematoxilina. Na cuba
contendo agua de torneira com as laminas contracoradas e lavadas, adicionaram-
se 3 a 5 mL de hidroxido de aménia (PA) com contagotas, para tornar a coloragdo
da hematoxilina mais azulada, facilitando a leitura do sinal marrom do DAB. As
laminas foram mergulhadas e erguidas por duas ou trés vezes.

Como etapa final do protocolo, os cortes histoldégicos foram lavados
novamente em agua corrente e submetidos a desidratacdo em agua destilada por
dois tempos de um minuto cada, alcool etilico 50% por dois tempos de um minuto
cada, alcool etilico 70% por dois tempos de um minuto cada, alcool etilico 95%
por dois tempos de um minuto cada e xilol PA por dois tempos de um minuto
cada. A montagem das laminas foi feita com laminulas de vidro usando meio ndo
aquoso DPX [p-xylene-bis (N-pyridinium bromide)] (Sigma-Aldrich®, USA).

Para controle negativo, o anticorpo primario ndo foi utilizado, sendo
substituido por diluente de anticorpo comercial (Spring Bioscience®) e os cortes
histologicos de rim de rato foram apenas corados em hematoxilina (coloracdo
azul) (FIG. 1A). Para controle positivo, utilizou-se rim de rato, com marcac¢ao por
DAB (coloracdo marrom). Para Ki-67 e PCNA, o padrao de marcacao esperado é
nuclear (FIG. 1B e 1C), sendo o VEGF citoplasmatico (FIG. 1D).



31

FIGURA 1 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de rim de rato utilizados

na IHQ como controle negativo e controle positivo

Observar no controle negativo nucleos e citoplasma corados apenas em hematoxilina
(coloracao azul) (A). Observar no controle positivo para Ki-67 (B) e PCNA (C) nucleos
marcados por DAB (coloragdo marrom) e para VEGF (D), citoplasma corado por DAB
(coloracdo marrom). Aumento de 400X.

4.6.5 Andlise dos marcadores imuno-histoguimicos

A leitura dos cortes histoldgicos foi feita em fotomicroscopio Olympus AX70
(Olympus Corporation, Japan) com camera AxioCam ERc 5s (Carl Zeiss
Microlmaging, Germany) acoplada, em objetiva de 40x com magnificacdo de
400x, sendo analisados 10 campos néo consecutivos por corte.

A cada conjunto de imagens feitas pelo software AxioVision Imaging
System 4.8 (Carl Zeiss Microlmaging, Germany), foi realizada a analise da
expresséo do Ki-67, PCNA e VEGF por meio do programa CellProfiler Analyst
(Imaging Platform, Broad Institute of MIT and Harvard, USA).

Para o VEGF, marcador citoplasmatico, foi realizada a determinacao por

intensidade integrada, medida em pixel/pixel ou unidade arbitraria (ua), que
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consiste em somar todas as intensidades em pixel da foto e proceder a
quantificacdo de cada cor, em funcdo da predominancia de uma cor sobre a outra.
O espectro do corante dos componentes celulares de interesse foi azul para o
ndcleo (hematoxilina) e marrom para o citoplasma (DAB), com a inversao de
cores para escalas de cinza (FIG. 2B e 2C, respectivamente). Assim, mediu-se o
quanto cada espectro contribuia para leitura, determinou-se a intensidade final
combinada desse conjunto (FIG. 2D) e entéo foi constituida tabela com os valores

finais, em média e desvio-padrao (DP) (FIG. 2).

FIGURA 2 - Determinacdo da intensidade integrada para o marcador imuno-

histoquimico citoplasmatico, VEGF
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Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com o citoplasma corado por
DAB (coloracdo marrom) (A), inversdo da coloracdo por hematoxilina, nos nucleos (B),
inversdo da coloracdo por DAB, nas regifes citosdlicas (C), e leitura da combinagéo
espectral final (D).

Para os marcadores nucleares, Ki-67 e PCNA, procedeu-se de forma
similar a inversao de cores, porém se destacava o marrom dos nucleos marcados

versus o azul dos nucleos ndo marcados (FIG. 3B e 4B). Foi, entdo, realizada a
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identificacdo de cada nucleo marcado (FIG. 3C e 4C), com exclusao de areas nao
celulares, artefatos (FIG. 3D e 4D). Assim se contava a quantidade de nucleos

marcados e foi gerada tabela com os valores finais (FIG. 3 e 4).

FIGURA 3 - Determinacdo do numero de nucleos marcados em reacgfes para a
proteina de proliferacao celular, Ki-67

o =

Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com os nucleos corados por
DAB (coloracdo marrom) (A), imagem invertida para escala de cinza e destaque para 0s
nacleos no espectro marrom (B), estimativa da &rea celular ocupada por cada objeto
identificado (C) e leitura dos nlcleos sem presenca de artefatos(D).
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FIGURA 4 - Determinacdo do numero de nucleos marcados em reacgfes para a

proteina de proliferacao celular, PCNA

Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com os ndcleos corados
por DAB (coloragdo marrom) (A), imagem invertida para escala de cinza e destaque para
0s nucleos no espectro marrom (B), estimativa da &rea celular ocupada por cada objeto
identificado (C) e leitura dos nlcleos sem presenca de artefatos(D).

4.7 Variaveis estudadas e testes estatisticos

Para verificar a normalidade da distribuicdo dos dados foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk. Para andalise de dados de valores que ndo estavam em

distribuicdo normal, foram empregados testes ndo paramétricos:

a) Peso dos ratos; comprimento, largura e espessura do polo inferior do bago
foram avaliados por meio da estatistica descritiva para célculo da média

aritmética e desvio-padréo;
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b) o peso dos animais do pré-operatério foi comparado com o do poés-
operatorio (10°, 15° e 45° dias) nos grupos A e B aplicando-se o teste de
Wilcoxon para amostras pareadas;

c) o comprimento, a largura e a espessura do polo inferior do baco dos
animais do pré-operatério foram comparados com os do poOs-operatério
(15° e 45° dias) nos grupos A e B por intermédio do teste de Wilcoxon para
amostras pareadas;

d) a quantidade de células positivas marcadas para Ki-67 na analise IHQ foi
comparada entre 0s grupos expostos ou ndo a OHB por meio do teste de
Mann Whitney para amostras independentes;

e) a quantidade de células positivas marcadas para PCNA na analise IHQ foi
comparada entre 0S grupos expostos ou ndo a OHB a partir do teste de
Mann Whitney para amostras independentes;

f) a quantidade de células positivas marcadas para VEGF na analise IHQ foi
comparada entre 0os grupos submetidos ou ndo a OHB por meio do teste t
de Student para amostras independentes;

g) para correlacionar o comprimento, a largura e a espessura do polo inferior
do baco com a quantidade de células positivas marcadas na anélise IHQ,
foi calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman.

h) para correlacionar a expressdo de Ki-67 com a expressdo de PCNA, foi
calculado o coeficiente de correlacdo de Spearman.

Todos os testes foram bicaudais e os valores de “p” foram considerados
significativos quando inferiores a 5%. Todas as analises estatisticas foram

realizadas usando-se o software Bioestat 5.0.



36

5 RESULTADOS

5.1 Sobrevida e peso dos animais

N&do houve 6bito durante o experimento até o momento da eutanasia.
Todos os animais perderam peso do primeiro ao 10° dia do pds-operatério,
entretanto, o peso final foi maior do que o peso do inicio do experimento
(p=0,005) (TAB. 3).

TABELA 3 - Peso (g) dos ratos no pré-operatoério, no 10° dia e 15° ou 45° dias do

pés-operatorio de ESTPI, submetidos ou ndo a oxigenacao

hiperbarica
Pré- Pos-
. o .
Grupo Subgrupo 2PEratdrio 10° dia o operatério -
Mediana Mediana Mediana
R A15 34300 33450 0998 34950 0262 0,005*
A45 38250 37650 9% 44950 0,005* 0,005*
5 B15 343,00 33550 0,284 35550 0,005 0,005%

B45 385,50 370,00 0,208

458,00 0,005* 0,005*
A- grupo de animais ap6s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apés ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbéarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 nao significativo.

p- comparacao entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o pré-operatorio e o 10° dia
do experimento.

pi1- comparagdo entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o pré-operatorio e 0 pos-
operatério (15° e 45° dias) do experimento.

p2- comparagéo entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o 10° dia e 0 pds-operatorio
(15° e 45° dias) do experimento.

5.2 Medida do polo inferior do bago

Em todos os subgrupos de animais ndo houve aumento das medidas de
comprimento, largura e espessura do polo inferior do baco durante o experimento
(p>0,05) (TAB. 4,5 e 6).
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TABELA 4 - Comprimento (mm) do polo inferior do bago no momento da ESTPI,
no 15° e 45° dias do pds-operatério dos ratos, submetidos ou ndo a

oxigenacao hiperbarica

Comprimento inicial  Comprimento final

Grupo Subgrupo
P grup Mediana Mediana P
A A15 1,00 1,10 0,838
A45 1,00 1,20 0,575
B B15 1,00 1,10 0,398
B45 0,90 1,10 0,173

A- grupo de animais apés ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apos ESTPI, submetidos a oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 n&o significativo.

p- comparacdo entre o comprimento do polo inferior do bagco dos animais do mesmo subgrupo,
entre o inicio e o final do experimento.

TABELA 5 - Largura (mm) do polo inferior do bago no momento da ESTPI, no 15°
e 45° dias do pos-operatério dos ratos, submetidos ou nao a

oxigenacdao hiperbarica

Largura inicial Largura final
Grupo  Subgrupo Mediana Mediana P
A Al5 0,80 0,90 0,343
A45 0,80 1,00 0,646
B B15 0,90 1,00 0,236
B45 0,80 0,85 0,271

A- grupo de animais ap6s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apés ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 nédo significativo.

p- comparacgdo entre a largura do polo inferior do ba¢o dos animais do mesmo subgrupo, entre o
inicio e o final do experimento.
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TABELA 6 - Espessura (mm) do polo inferior do bagco no momento da ESTPI, no
15° e 45° dias do pos-operatorio dos ratos, submetidos ou ndo a

oxigenacao hiperbarica

G Sub Espessurainicial Espessura final p
rupo ubgrupo Mediana Mediana
A Al15 0,40 0,40 0,285
A45 0,40 0,45 0,594
B B15 0,40 0,40 0,173
B45 0,35 0,40 0,674

A- grupo de animais apés ESTPI, sem oxigenac¢d@o hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais ap6s ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo. p>0,05 néo significativo.

p- comparacao entre a espessura do polo inferior do bago dos animais do mesmo subgrupo, entre
0 inicio e o final do experimento.

5.3 Imuno-histoquimica

5.3.1 Expresséao de Ki-67

A proliferagéo celular avaliada por meio do Ki-67 foi identificada em todos
0s grupos de animais (FIG. 5). No grupo A, sem OHB, o0s animais do subgrupo de
45 dias apresentaram aumento significativo de células positivas em comparacéao
aos do subgrupo de 15 dias (p=0,001). No grupo B, submetidos a OHB, nao
houve diferenca entre os animais dos subgrupos de 45 dias e 15 dias (p=0,623).

Os animais dos subgrupos submetidos a OHB, nos tempos de 15 e 45
dias, exibiram maior imunoexpressao de Ki-67 que os dos subgrupos sem OHB
(p<0,05) (TAB. 7).
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TABELA 7 - Expressao de Ki-67 no polo inferior do baco de ratos apds ESTPI,
submetidos ou ndo a oxigenacao hiperbarica, nos 15° e 45° dias do
pos-operatorio

Ki-67
Grupo Subgrupo Mediana p1 p2
A Al15 26,60 N .
A4S 3985 0,001 0,0006
B B15 50,10 0,623 0,003*
B45 55,40

A- grupo de animais apés ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apos ESTPI, submetidos a oxigenacao hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Mann Whitney para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 néo
significativo.

p1- comparacgdo entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.

p2- comparagdo entre os subgrupos A15 e B15 e entre 0s subgrupos A45 e B45.

FIGURA 5 - Fotomicrografias com marcacdes nucleares por Ki-67 em cortes
histoldgicos do polo inferior do bago de ratos
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Observar a expresséo de Ki-67 por meio de nucleos marcados por DAB (coloracdo marrom)
nos subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.
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5.3.2 Expressao de PCNA

A expressao de PCNA foi imunopositiva em todos os subgrupos de animais
(FIG. 6). Nos grupos A e B, os animais dos subgrupos de 45 dias apresentaram
maior quantidade de células positivas marcadas quando comparados aos dos
subgrupos de 15 dias (p<0,05). Os animais do subgrupo B15, submetidos a
oxigenacdo hiperbarica, apresentaram maior imunopositividade que os do
subgrupo A15, sem OHB (p=0,002) (TAB. 8).

TABELA 8 - Expressdo de PCNA no polo inferior do baco de ratos ap6s ESTPI,
submetidos ou ndo a oxigenacao hiperbarica, nos 15° e 45° dias do

poOs-operatorio

PCNA
Grupo Subgrupo Mediana p1 p2
A Al15 76,20 0,0003* 0,002*
A45 154,60
B B15 106,55 0,019* 0,820
B45 145,30

A- grupo de animais ap6s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais ap6s ESTPI, submetidos a oxigenacao hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Teste de Mann Whitney para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 néo
significativo.

p1- comparacao entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.

p2- comparagdo entre os subgrupos A15 e B15 e entre os subgrupos A45 e B45.
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FIGURA 6 - Fotomicrografias com marcacdes nucleares por PCNA em cortes
histoldgicos do polo inferior do bago de ratos
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Observar a expressao de PCNA por meio de nucleos marcados por DAB (coloragdo marrom) nos
subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.

5.3.3 Expressao de VEGF

A imunoexpressédo de VEGF no polo inferior do baco foi constatada nos
animais submetidos ou ndo a OHB e ndo houve diferenca na comparacdo entre
0s subgrupos (p>0,05) (FIG. 7, TAB. 9).
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TABELA 9 - Expressao de VEGF no polo inferior do baco de ratos ap6s ESTPI,
submetidos ou ndo a oxigenacao hiperbarica, nos 15° e 45° dias do
poOs-operatorio

VEGF
Grupo Subgrupo MALEP p1 p2
A A5 104317 + 12915
A45 224636 + 14557 0,141 0,156
B B15 2165,37 + 82,40 0,821 0,825
B45 2201,73 £ 136,09

A- grupo de animais apés ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais ap6s ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

M.A- Média aritmética. E.P- Erro padréo.

Teste t de Student para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 néo significativo.
p1- comparacgdo entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.

p2- comparagdo entre os subgrupos A15 e B15 e entre 0s subgrupos A45 e B45.

FIGURA 7 - Fotomicrografias com marcacfes citoplasmaticas por VEGF em

cortes histolégicos do polo inferior do baco de ratos
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Observar a expressdo de VEGF por meio do citoplasma marcado por DAB (coloragdo marrom)
nos subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.
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5.4 Correlagdo entre as medidas do polo inferior do baco e as expressodes
proteicas

5.4.1 Antigeno nuclear associado ao ciclo celular (Ki-67)

A expressao do Ki-67 n&o se correlacionou com as medidas de
comprimento, largura e espessura do polo inferior do baco nos subgrupos de

animais submetidos ou ndo a oxigenacéao hiperbarica (p>0,05) (TAB. 10).

TABELA 10 - Correlagéo entre a expresséo do Ki-67 e as medidas do polo inferior
do baco de ratos apdés ESTPI, submetidos ou ndo a oxigenacao

hiperbarica, nos 15° e 45° dias do pds-operatorio

Comprimento X Espessurax

Largura x Ki-67

Subgrupo Ki-67 Ki-67
Grupo
CcC p CcC p CcC p

Al5 0,16 0,653 -0,05 0,879 0,09 0,789
Grupo A

A45 -0,18 0,602 -0,26 0,463 -0,57 0,083

B15 -0,25 0,480 0,27 0,449 0,49 0,144
Grupo B

B45 -0,57 0,083 -0,27 0,447 -0,32 0,354

A- grupo de animais ap0s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apés ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Correlacdo de Spearman. CC- Coeficiente de Correlacdo. p<0,05 significativo*. p>0,05 né&o
significativo.

5.4.2 Antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA)

A expresséo celular por PCNA correlacionou-se significativamente com a
largura no subgrupo B15 (p=0,048) e com o comprimento do polo inferior do bago
no subgrupo B45 (p=0,018), entretanto, nos animais do grupo A, sem oxigenagao
hiperbarica, ndo houve correlacdo significativa entre a expressao do PCNA e as
medidas do polo inferior do baco (p>0,05) (TAB. 11).
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TABELA 11 - Correlacdo entre a expressdao do PCNA e as medidas do polo

inferior do baco de ratos apo6s ESTPI, submetidos ou ndo a

oxigenacdao hiperbarica, nos 15° e 45° dias do pos-operatoério

Comprimento Largura x Espessurax
Grupo Subgrupo X PCNA PCNA PCNA
CcC p CcC p CcC p
Al5 0,21 0543 -0,31 0,378 0,18 0,606
Grupo A
A45 -006 0863 -005 0,877 -0,38 0,268
B15 -0,26 0457 -0,63 0,048 -0,15 0,660
Grupo B
B45 -0,72 0,018 -050 0,135 -0,35 0,316

A- grupo de animais apés ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais

eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apos ESTPI, submetidos a oxigenacao hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.
Correlacdo de Spearman. CC- Coeficiente de Correlagdo. p<0,05 significativo*. p>0,05 né&o

significativo.

5.4.3 Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF)

A expressdo do VEGF correlacionou-se significativamente com as medidas
do polo inferior do bago dos animais do subgrupo B45 (p=0,004), entretanto, ndo
houve correlagéo significativa dessas variaveis nos subgrupos de animais A15,
A45 e B15 (p>0,05) (TAB. 12).
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TABELA 12 - Correlacdo entre a expressdo do VEGF e as medidas do polo
inferior do bagco de ratos apdés ESTPI, submetidos ou ndo a

oxigenacdao hiperbarica, nos 15° e 45° dias do pos-operatoério

Comprimento x Largura x Espessurax
Grupo Subgrupo VEGF VEGF VEGF
CcC p CcC p CcC p

Al5 0,62 0,053 0,61 0,055 0,30 0,390
Grupo A

A45 -0,20 0,578 -0,006 0,986 -0,03 0,930
Grupo B B15 -0,45 0,184 -0,107 0,768 -0,07 0,834

B45 0,74 0,014 0,648 0,042* 0,80 0,004*

A- grupo de animais ap6s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apds ESTPI, submetidos & oxigenacdo hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Correlacdo de Spearman. CC- Coeficiente de Correlagdo. p<0,05 significativo*. p>0,05 né&o
significativo.

5.5 Correlacéao entre Ki-67 e PCNA

As andlises de correlacdo entre os marcadores nucleares, Ki-67 e PCNA,
revelaram que houve diferenca no subgrupo B45 (p=0,037), entretanto, ndo houve
diferenca nos subgrupos de animais A15, A45 e B15 (p>0,05) (TAB. 13).

TABELA 13 - Correlacao entre a expressao de Ki-67 e PCNA no polo inferior do
baco de ratos apdés ESTPI, submetidos ou ndo a oxigenacdo

hiperbarica, nos 15° e 45° dias do pos-operatorio

Grubo Subgrupo Ki-67 x PCNA
up ubgru
CcC p
Al5 -0,05 0,898
Grupo A
A45 0,16 0,651
B15 -0,49 0,148
Grupo B
B45 0,66 0,037*

A- grupo de animais ap6s ESTPI, sem oxigenacdo hiperbarica. A15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais apds ESTPI, submetidos & oxigenacao hiperbarica. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

Correlacdo de Spearman. CC- Coeficiente de Correlacdo. p<0,05 significativo*. p>0,05 nédo
significativo.
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6 DISCUSSAO

Muitos estudos experimentais tém sido realizados para entender melhor as
propriedades biolégicas da oxigenacdo hiperbarica. Esse procedimento exerce
seus efeitos terapéuticos por meio da alta concentracdo de oxigénio fornecido a
100%, sob presséo, dissolvido nos liquidos teciduais’’6. Entre seus principais
efeitos estdo a proliferagdo de fibroblastos, neovascularizacédo, atividade
osteoclastica e osteoblastica e acdo antimicrobiana’’. A OHB é usada no
tratamento de muitas doencas inflamatérias e isquémicas, tais como feridas,
intoxicacéo por mondxido de carbono e infec¢édo necrética aguda’’. O aumento de
dissolucdo de oxigénio no sangue causa oxigenacdo em areas com hipéxia’’. A
hiperdxia em tecidos normais provoca vasoconstricdo rapida, que é compensada
pelo aumento de transporte de oxigénio no plasma e o fluxo sanguineo
microvascular no tecido isquémico é efetivamente melhorado’®.

Paulo et al. estudaram o efeito da OHB no polo inferior do baco de ratos
submetidos a esplenectomia subtotal®®-#%72, Esse relato foi realizado em caes!’3°
e ratos!®3-3® como técnica vidvel para preservacdo parcial do baco. Estudo
experimental mostrou melhor funcéo do polo inferior do baco apés OHB3°. Em
outro estudo, constatou-se melhor vitalidade dessa estrutura, mas a funcao
manteve-se preservada somente na avaliacdo precoce?. Outro estudo identificou
gque a OHB melhorou a vitalidade do polo inferior do baco e, em histologia
convencional, aumentou a proliferacédo celular e vascular*l. Trabalho mais recente
sugere que a OHB aumenta a proliferacao celular e contribui para a regeneracéo
esplénica’?.

Neste estudo, todos os animais sobreviveram até a eutanésia. Entre o
primeiro e 0 10° dia do pds-operatdrio, houve perda de peso, entretanto, o peso
final foi maior que o inicial, independentemente se submetidos ou nao a
oxigenacgdo hiperbarica. Esses resultados confirmaram estudo prévio*, que as
possiveis causas de emagrecimento foram a manipulacdo diaria dos ratos, sua
permanéncia dentro da camara hiperbarica no periodo previsto pelo protocolo e o

estresse resultante do procedimento cirurgico.
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A regeneracdo do polo inferior do baco no periodo de 45 dias foi descrita
por Torres et al.** em modelo de esplenectomia subtotal diferente da ESTPI. Em
2011, Paulo et al. mostraram que animais expostos ou ndo a OHB, no periodo de
45 dias, apresentaram crescimento do polo inferior do baco*'. No presente
estudo, o crescimento do polo inferior do baco n&o foi significativo. E provavel que
0 tempo maximo de 45 dias empregado nesse experimento possa ter sido um
fator limitante, uma vez que o polo inferior do baco cresceu significativamente em
comprimento, largura e espessura no periodo de 80 dias®®.

Costa-Val et al. empregaram analise histoldégica convencional e nao
acusaram proliferacéo celular do baco e figado em ratos submetidos a OHB a 2,5
atmosferas por 90 minutos em 20 dias consecutivos, mas encontraram reducao
significativa de eritropoiese hepatica extramedular’®. Em protocolo diferente de
OHB, Paulo et al. usaram histologia convencional e relataram que os animais
submetidos a OHB a 2,5 atmosferas por 120 minutos em 10 dias consecutivos
tiveram mais proliferacdo celular e maior nimero de vasos no polo inferior do
baco, na comparacdo com o0s animais que nao foram submetidos a esse
procedimento®!.

A expressdo proteica por analise IHQ de PCNA, Ki-67 e VEGF em ratos
apos ESTPI e submetidos ou ndo a OHB foi empregada com a finalidade de
aprimorar os métodos para deteccdo de proliferacdo celular e vascular com
informacBes precisas e quantificaveis. Adicionalmente, foi verificada se a
expresséo desses marcadores se correlacionou com as medidas de comprimento,
largura e espessura do polo inferior do baco.

O método IHQ, cada vez mais difundido entre os laboratérios de patologia
e com melhores resultados a medida que as técnicas vao se aprimorando,
encontram-se entre 0s mais Uteis e mais comumente usados para avaliacdo da
proliferacdo celular®®. No entanto, ndo foram encontrados na literatura,
publicacdes sobre a avaliagdo IHQ da proliferacdo celular e vascular do bago
apos ESTPI e OHB, além da publicac&o originada desta pesquisa (APENDICE A),
na qual foi utilizado o PCNA como marcador IHQ"2.

O Ki-67 e o PCNA sao os dois marcadores de proliferacado celular mais
amplamente utilizados*¢%®, O VEGF é considerado o principal estimulador da
angiogénese e esta associado ao inicio do processo de neoformacgdo vascular,

sendo igualmente considerado um marcador confiavel desse processo8-83,



48

Nesta pesquisa, apurou-se que o0s especimes de polo inferior do baco
apresentaram expressao IHQ para os trés marcadores, 0 que pode ser atribuido a
metodologia adotada com a aplicacdo de aquecimento em banho-maria a 96°C
para recuperacdo antigénica. Contudo, a explicacdo mais adequada para essa
expressdo € o bom estado de conservagdo dos tecidos esplénicos, pois esses
espécimes foram fixados em formalina tamponada neutra a 10% (pH 7,0) por 24 a
48 horas, uma vez que a permanéncia prolongada nessa solucdo causaria
reducdo ou até mesmo anulacédo da expresséo dos antigenos®*.

Andlise da expressdo de Ki-67 no polo inferior do baco de animais
expostos a OHB mostrou maior quantidade de células positivas quando
comparados com 0s animais sem essa exposicdo. O mesmo foi verificado quando
se comparou o subgrupo de 45 dias com o de 15 dias no grupo de animais sem
exposicdo a OHB. Entretanto, nos animais do grupo B, expostos a OHB, a
diferenca néo foi significativa. Esses dados sugerem que a proliferacdo celular do
polo inferior do baco sofreu a influéncia da OHB e do tempo de coleta do material
mais tardiamente.

Neste trabalho ndo foi encontrada correlacdo positiva entre o crescimento
do polo inferior do baco e a expressao de Ki-67. Koh et al. (2009) estudaram os
possiveis efeitos moduladores da OHB (sessdo de 115 minutos por dia) na
pancreatite aguda grave nos tempos um, dois e trés dias. Os autores ressaltaram
que a OHB pode contribuir para o tratamento dessa doenca por meio da
promocdo da proliferacdo celular, expressa por Ki-678. No primeiro dia de
oxigenacao hiperbarica, a expressdo de Ki-67 mostrou que houve diminuicdo da
taxa de proliferacdo celular, entretanto, houve aumento dessas taxas nos dias
dois e trés®. Mais estudos a respeito da expressdo de Ki-67 em tecido esplénico
apos esplenectomia subtotal e OHB precisam ser realizados, pois ndo foram
encontradas publica¢cdes que possam ser comparadas com o presente estudo.

A andlise da expressdo de PCNA no polo inferior do bagco nos subgrupos
de 15 dias (Al15 e B15) revelou que os animais expostos a OHB tiveram
significativa presenca de células positivas em relacdo ao subgrupo sem OHB.
Uma justificativa para esse resultado é que a coleta do material de 15 dias esta
mais proxima da ultima sessdo de OHB, que ocorreu no 10° dia. A andlise de
PCNA nos subgrupos de animais sem exposi¢do a OHB (A15 e A45) exibiu maior

expressdo desse marcador no subgrupo de 45 dias. O mesmo resultado foi
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registrado entre os subgrupos B15 e B45. Esses dados sugerem que a
proliferagao celular do polo inferior do baco sofre a influéncia do tempo de coleta
mais tardio, estando os animais expostos ou ndo a OHB. Diferentemente do Ki-
67, a expressdo de PCNA correlacionou-se positivamente com a largura do polo
inferior do baco no subgrupo B15 e o comprimento no subgrupo B45. Pode-se
inferir, portanto, que o crescimento do polo inferior do baco tende a afetar a
imunoexpressdao do PCNA nos animais submetidos a OHB no 15° e 45° dias do
poOs-operatorio.

Estudo utilizando PCNA como marcador de proliferagéo celular’? também
evidenciou que essa proteina foi imunopositiva em todos os subgrupos de animais
submetidos a ESTPI com exposicdo ou ndo a OHB, sendo que os subgrupos
submetidos a OHB tiveram maior imunoexpressao, independentemente do tempo
de coleta do espécime. Verificou-se, também, que o indice de positividade do
PCNA foi significativamente maior no pés-operatorio de 45 dias que o de 15 dias,
somente nos animais submetidos a OHB. A analise quantitativa das células PCNA
positivas sugeriu que a OHB aumenta a proliferacdo celular e contribui para a
regeneracdo esplénica’.

Avaliacdo em tecido renal mostrou que a OHB a 2,5 atmosferas por 90
minutos em dois dias diminuiu a necrose, mas ndo aumentou a imunoexpressao
de PCNA, devido provavelmente ao tempo insuficiente de aplicacdo dessa
terapéutica®. Alguns autores’’:®788 ysaram o PCNA para avaliar a proliferacéo
celular e salientaram que a OHB promoveu a regeneracdo do figado em ratos
submetidos a extirpacdo de 70% desse 6rgdo. Houve aumento na proliferacédo
celular, cujo indice de positividade variou de 4 a 69% em grupos de animais
submetidos a OHB e de 1,4 a 50% nos grupos sem esse procedimento. A pressao
usada nesses grupos variou de 2,0 a 2,8 atmosferas, sendo 2,5 atmosferas a
mais empregada.

Nesta pesquisa, a correlacdo positiva entre a expressédo de Ki-67 e de
PCNA foi observada nos subgrupos de animais submetidos a OHB, no tempo de
45 dias. Esposito et al. avaliaram, por meio da IHQ, a expressao de ambas as
proteinas e consideraram esses marcadores um metodo objetivo e quantificavel
mais sensivel e especifico que a contagem do numero de mitoses na histologia

convencional®®.
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O VEGF foi expresso no polo inferior do bago dos animais dos grupos

submetidos ou ndo a OHB. No entanto, os resultados encontrados ndo mostraram

alteracdo significativa entre os subgrupos expostos ou ndo a OHB e o tempo de

coleta. A partir desses achados, algumas questdes foram suscitadas e faz-se

necessario encontrar explicacdes para esses resultados, além de propor novos

estudos:

a)

b)

A ESTPI pode causar isquemia no remanescente esplénico? Apos a
isquemia, 0 processo de angiogénese se inicia entre um e trés dias, sendo
modulado por fatores de crescimento que se localizam nas células
endoteliais e na matriz extracelular’®. A expressédo do VEGF é verificada
apo6s estimulo da angiogénese e diante de hip6xia tecidual®. Uma
justificativa para explicar a auséncia de diferenga na produgédo de VEGF
entre os dois grupos é gue nos animais que nao foram submetidos a OHB
0 segmento do baco poderia apresentar isquemia devido ao procedimento
cirdrgico e, assim, estimular a producdo do VEGF. Para esclarecer essa
davida seria necessério estudo utilizando animais com bago integro, com e
sem exposicdo a OHB;

a OHB por 10 dias consecutivos poderia inibir a producédo de VEGF?
Segundo lazzetti (2003)74 e Lacerda et al. (2006)"°, durante as sessdes de
OHB os tecidos recebem maior quantidade de oxigénio que o normal.
Imediatamente apdés a sessdo, 0s tecidos corporais sdo submetidos a
hipoxia relativa (volta a concentracdo normal de oxigénio), efeito este
responsavel pela estimulacdo da neovascularizacdo’™ 5. E provavel a
existéncia de subgrupo de animais com a mesma quantidade de dias de
OHB, destacando-se que se a coleta de material for realizada mais proxima
do término da OHB, pode apresentar maior expresséo de VEGF;

0 protocolo de OHB utilizado neste estudo pode ter sido um fator limitante?
ljichi et al. enfatizaram que a OHB em 24 e 48 horas reduz a lesdo na
regeneracao do figado de ratos apds a hepatectomia parcial por meio da
maior expressdo de VEGF®8. Pesquisas futuras poderéo sugerir protocolos

com numero de sessodes reduzidas.
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Este estudo encontrou correlacdo positiva entre o crescimento do polo
inferior do bacgo e a expressao de VEGF no subgrupo B45. Esse resultado sugere
qgue o crescimento do polo inferior do baco tende a afetar a imunoexpresséao do
VEGF nos animais submetidos & OHB no 45° dia do pds-operatério. E importante
lembrar que a OHB foi administrada durante os 10 primeiros dias do poés-
operatério e que o subgrupo B45 ficou sem o referido procedimento por 35 dias*'.

A IHQ revelou-se adequada para avaliar a proliferacdo celular e vascular
no polo inferior do baco de ratos, especialmente com a utilizagcdo de critérios
objetivos com auxilio de software para quantificar o nimero de nucleos marcados
para PCNA e Ki-67 e citoplasmatica para VEGF.

Os resultados encontrados podem contribuir para avancgar no entendimento
das propriedades biologicas da OHB e podem ser Uteis nas decisdes clinicas
quanto ao uso dessa terapia em pacientes submetidos a cirurgia conservadora do
baco. A OHB foi empregada como terapia adjuvante e eficaz nas cicatrizagdes de
feridas, no combate a infeccbes graves, na proliferacdo de tecidos e na
neovascularizacdo’. No entanto, mais estudos sdo necessarios para aumentar o
conhecimento sobre 0 mecanismo molecular no tecido esplénico apés ESTPI e
OHB.
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7 CONCLUSOES

a) A oxigenacdo hiperbarica apds esplenectomia subtotal aumentou a
proliferagdo celular expressa por Ki-67 e PCNA e ndo aumentou a
proliferacéo vascular expressa por VEGF no polo inferior do baco.

b) Nos animais submetidos a oxigenacdo hiperbarica, houve relacédo entre o
tamanho do polo inferior do baco e a quantidade de células positivas para
PCNA e VEGF, mas essa relag&o néo foi encontrada para o Ki-67.
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9 ANEXOS E APENDICE

ANEXO A — Parecer ético EMESCAM
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ANEXO B — Parecer ético UFMG
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGCAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo CEUA n°® 207/2012, relativo ao projeto intitulado
“Andlise da expressdo génica e proteica do polo inferior remanescente da
esplenectomia em ratos submetidos a oxigenoterapia hiperbarica’, que tem
como responsavel(is) Tarcizo Afonso Nunes, esta(do) 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
26/09/2012.

Este certificado expira-se em 26/09/ 2017.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol CEUA n° 207/2012, related to the project
entitled “Analysis of protein and gene expression of the remaining inferior
pole from the splenectomy in rats submitted hyperbaric oxygen therapy’,
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 September 26 2012.

This certificate expires in September 26, 2017.

Belo Horizontg/,] 27d ?fétembro de 2012.
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Unidade Administrativa Il = 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

' OFTALMOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAOD EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A Il U l: ﬁ’ G

ATA DA DEFESA DE TESE DA ALUNA
MARCELA SOUZA LIMA PAULO

Realizou-se, no dia 25 de maio de 2015, 4s 14:00 horas, Faculdade de Medicina da
UFMG sala 340, da Universicade Federal de Minas Gerais. a defesa de tese,
intitulada EXPRESSAO DE KI-67, PCNA E VEGF NO POLO INFERIOR DO BACC
DE RATOS SUBMETIDOS A ESPLENECTOMIA SUBTOTAL COM E SEM
EXPOSICAO A OXIGENAGAO HIPERBARICA, apresentada por MARCELA SOUZA
LIMA PAULO, nimero de registro 2011657401, graduada no curso de CIENCIAS
BIOLOGICAS, como requisito parcial para a obtencdo do grau de Doutor em
CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A OFTALMOLOGIA, a seguinte Comissdo
Examinadora: Prof(a). Tarcizo Afenso Nunes - Orientador (UFMG), Prof{a). Danilg
Nagib Salomao Paulo - Coorientador (EMESCAM), Prof(a). Andy Petroianu (UFMG),
Prof(a). Vivian Resende (UFMG)}. Prof(a). Flavia Imbroisi Valie Errera (EMESCAM),
Profia). kalil Mitre (EMESCAM).

A Comissdo considerou a tese;
{}Y Aprovada

{ ) Reprovada

Ata aprovada. assinada por mim e pelos membros da Comisséo.
Belo Horizente, 25 de maio de 2015.

e ——'_" 7/ ’J\":) N
Tarcizo Afonso Nunes
Prof. Titilar (UFMG)

/f‘ﬁ:li"vj&:”
Danile ﬁagib Salomao Paulo
Prof. Titular (EMESCAM)

i (,/,/ T
Andy Pétroiany
Prof. Titular { UFMG)
Z . v/_}/ y r..p{.
Vivian Resende ™
Prof* Associada ( UFVIG)

- S ta——

f’,

A .-\. 4 82
Flavia IrmBrois Valls Erfers
Prof® Celetista (EMESCAM)

Kalil Mrire 2
Prof. Adjunto { EMESCAM)

62



ANEXO D - Folha de Aprovacéao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG

PROGRAMA DE POS-GRADUACAQ EM CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA E A
OFTALMOLOGIA

FOLIIA DI APROVACAO

EXPRESSAO DE KI-67, PCNA E VEGF NO POLO INFERIOR DO BAGCO DE
RATOS SUBMETIDOS A ESPLENECTOMIA SUBTOTAL COM E SEM
EXPOSICAC A OXIGENAGAO HIPERBARICA

MARCELA SOUZA LIMA PAULO

Tese submetida 4 Banca DLyumirudors designade pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo cm CIENCIAS APLICADAS A CIRURGIA T & OFTALMOLC MGLA, como
rxjuisite para obtengao do gran de Doutor em CIENCIAS APLICADAS A CTRURGIA E A
OFIALMOLOGIA, drea de concenlracio RESPOSTA INFLAMATORIA A AGRESSAD

Aprovada cm 25 de maio de 2015, pela banci conshituida pelos membros:
ra
< [ = AN
Pruftin), “larcieo Alonsd Nunes - Orientador
LIMG

e

Profiz) Danilo Magb-S3lomso Maula
EMESCAM

LT /// o

f?/ [y, Arkiy sirofuny
UTM(J

£ / S 4
T2 A Jfgm-/f
F(D![:.]. Vividn Resenidt

CFMIG

i
~a Lﬁ({
Profia) I‘A"u Tribroin vy :l]rl oy
INIESCAM

jzz/f&w

Pafia). kalil v
FMESCAY

Bela [Horizenie, 25 de maio de 2013,

63



APENDICE A - Artigo

1 - ORIGINALARTICLE
MODELS, BIOLOGICAL

Immunoexpression of proliferating cell nuclear antizen (PCNA) in spleen of
splenectomized rats with preservation of inferior pole, submitted to hyperbaric
oxyvgenation’

Marcela Sonza Lima Paunle®, Filipy Taifson Barbosa dos Santos", Polyanna Gongalves Eocha'™, Mirella de Barros Silva'™, Luiz
Calice Cimira®, Luciens Lage da Motta*", Flivia Imbroisi Valle Errera®”, Danilo Nagib Salomaoe Panle™"”, Tarcize Afonse Nunes™

Fellow PhD degres, Posteraduate Program in Surgical and Ophthalmalogical Applied Sciences, Federal University of Minas Gerais (UFMG), Balo
Harizonte-MG, Brazil. Intellectual and scientific content of the study, acquisiton and mferpretation of data, mamsoript preparation.

"Graduate stdent, Pharmacy, Collepe of Health Sciences, EMESCAM, Viteria-ES, Brazil Acquisifion and inferpretaton of dat, mamrscript
preparation.

"Gadmate stadent, Pharmacy, Colleze of Health Sciences, EMESCAM, Vitoria-ES, Brazil. Interpretation of data.
hmmm&n@ﬁmmmmﬁmﬁ&mmmmﬂmw

PIEpArAton.

VPhD, Associate Professar, College of Health Sciences, EMESCAM, Viteria-ES, Brazil Analysis and mterpretation of dat.

VMDD, Pathalogist, Santa Casa de Misericordia de Vitoria Hospital, Brazil Analysis and mterpretation of data.

Vi Associate Professor, Department of Morphology, College of Health Sciences, EMESCAM, Vitona-ES. Braml Intellectual and scientific comtent of
VIPhT), Chadrman, Full Professor, Department of Surgery, College of Health Sciences, EMESCAM, Vitoria-ES, Brazil Conception, design, intellactoal
and scientific content of the smdy; statistical aralysis; manmsoript writing: critical revision.

PhD, Chairman, Full Professer, Department of Surgery, Medical Schoal, UFMG, Belo Horizonte- MG, Brazil. Manuscript writing, critical revision.

FURPOSE: To analyze PCHA immimoexpression on the inferior pole of the spleen of splenectomized rats submitted to hyperbaric
cxygenation (HBECY).

METHODS: Were analyzed fragmenis of the inferior pole of the spleen of 20 male Wistar rats submitted to spleneciomy with
preservation of the inferior pole. The rats were divided in two groups: group A (o=10) without HEO and zroup B (=10 submitted to
HBEO at 2, 5 atmospheres per 120 minates, twice 3 day for three days and once a day for seven days. The groups were then subdivided
in four subgroups: Al5 (p=5), with euthanasia on the 15* day; A45 (p=5), with euthanasia on the 45% day; B15 {p=5) with euthanasia
om the 15* day and B45 with euthanasia on the 45* day. Fespectively on these days, fragments of the inferior pole of the spleen of all
animals were collected and analyzed with the imnmnohistochemistry technique i order to evaliate PCHMA expression.

RESULTS: There was an expressive increase in PCHA immumoreactivity in the group B. The 45 day postoperative period resulted in a
higher level of positivity than the 15 day postoperative period (p=0.01).

CONCLUSION: The gquantitative analysis of proliferating cell onclear antizen positive suggests that hyperbaric oxyzenation increases

Acta Cinirgica Brasiletra - Foi. 28 (1) 2013 - 691
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Introduction

For a long time the spleen was considered a non-essential
organ to fe, and its removal suggestad that it cansed no serions
damagetothe patient’. Inthe last decades, howaver, itwas confirmed
that splenectomy m children and adults results in high mortzlity
the postoperative period caused by fulmimating sepsis?. Infactions
complications were also observed in experimental animals®. For
these reasons, conservative spleen surgenes were again taken mto
account. Subtotzl splenectomyy with inferior pole pressrvation
(ESTPI) m which blood nigation is maintained by the vessals of
the gastrosplenic hizament 15 one of the most recently described.

The mvestization of the infarior pole of the spleen of dogs
and rats** submitted to ESPTI showed alterations m the viabality of
the remaining fizsus, i the mmmediate postoperative pened. Rats
submitted to this procedure, followed by hyperbanc oxygenation
(HBO) at 100% pure oxygen, in conventional microscopy, showed
larger lymphatic follicles, ncrease of the amount of cells and
vessals and more bymphoeytic cell proliferation in the infarior pole
of the spleen™*. Considering these findings, we proposed to evaluate
the mmunchistochemistry expression (IHC) of the proliferatmg
cell mclear antigen (PCWA) which main function 15 to ncrease
the activity of delta DNA polymerase dunng DNA replication,
event that precedes call division process*. In this context, PCINA
investization might contmbute to a better comprehension of the
cellular processes that ocour durng the growth and proliferation
of the mferior pole of the spleen after HEO.

Methods

Thes study was approved by the Ethies Commuttee
Animal Experimentation (n® 004/08-CETEA) of the Federal
Unrversity of Mmas Gerais, Brazil. The study was conducted
at the Laboratory of [HC of Eesearch Comter EMESCAM m
collaboration with the Laboratory of Callular and Molecular
Biology of Human Cancer of the Federal University of Espirito
Santo, Brazil (UFES).

Study design

Twenty male Wistar rats subnutted to ESTPI were used
in this study. The ammals were randomly divided m two groups
according to whether they were submitted or not to HBO and ware
later subdrided in four groups accordmg to the day of specimen
collection of the inferior pole of the spleen for IHC analysis®
(Table 1).
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TABLE 1 -Dhstnbution of rats in two groups according to
the uze of hyperbane oxygenation and i four subgroups according
to the postoperative day when the collection of specimens of the
spleen infenior pole (p=20) was done.

Subgroups -

Number of spleen

Groups day of specimen fissae ﬁ: ¢ 5
oollection B
Without HBO  AlS - 15™ day (n=3) =5
(=100 A4S —45% day (p=3) =5
With HBO Bl5-15%day (=35 =5
(=100 B45 — 45% day (n=3) =5

Surgical precedure and hyperbaric oxygenation

The animals were anesthetized with 7img/Kg ketamine
chloridrate (Vetasat® Fort Lodze — Iowa, USA) associated with
SmzEg of xylazine chloridrate (Kensol® Komg — Avellanada,
Argentina) via intraperitonszl imjection. Next, the rats were
submitted fo laparotomy for the realization of ESTPI wlhuch
remamed imigated by the vessels of the gastrosplenic lgament!.
The spleen superior portion was removed according to Paulo er
al " After the end of the anesthetic effect, the animals m zroup B
were submitted to HBO in an appropniate chamber, according to
what was established mn the protocol": gradual compression up to
2, 5 atmospheres, bemg 1 atm at sea level and 1.5 atm registered
at the chamber manometer, maintaned at this pressure for 90
minutes, followed by zradual decompression of the chamber for
25 mamutes, This procedure was cared out twice a day for three
days and once a day for seven days.

Specimen collection from the inferior pole af the spleen
and suthanasia

The twenty 1ats were submitted fo a new laparotomy on
the 13% and 45* postoperative day, according to the subgroup, for
the collection of specimen from the spleen mferior pols, followed
by euthanzsia (Table 1). The splemic frazments were fixed on
neufral-buffered formalm 10% (pH 7.0) and sent to the laboratory
of anatomical pathelogy.



66

Immunoexpression af proljferating cell nuclear antigen (PCNA) in spleen of
splemectomized rats with preservation of inferior pols, submitted fo hyperbaric oxygenation

Immunohistochemistry analysis

The specimens collected from the mferior pole of the
spleen were kept in formalin for 24-48 howrs and processed in
parafin for JHC analysis. Sections were cut at 3mm thickness and
placed on pre-treated glass shides {AutoFrost® - CancerDiagnostic
— United States of America). Immumestaining was done by anti-
PCWA primary antibody (Mouse monoclonal [PC-10] to PCHA,
BSA and Azide free [abB80576] - Abcam®).

For the IHC procedure, glass shides were: deparaffimzed
with xylol at room temperature twice at 10 mmutes each; hvdrated
n 100% ethanol, 93% ethancl, 80% ethanol and distilled water;
antigenic recuperation: heating the shdes m 10mmoll citrate
buffer pH 6.0 at 98°C for 30 minutes; maintammed at room
temperature for thirty minutes and washed in phosphate-buffered
zalms (FBS); washed m 0% fat free powder mulk to decreasze
the background and meubated m wet chamber for 30 mimtes;
meubated with 300 pL of primary antibody PCWA solution diluted
1:200 1n wet chamber for two hours; washed with PBS; meubated
in wet chamber with e1ght drops of secondary antibody (Histofine®
- Michire: — cod 414181f) in room temperature for 30 mimtes;
washed in FBS; meubated with 3wl of peroxidase mbdbitor (H,0,
%) at room temperature for five mimutes; washed with PBS;
incubated m wat chamber with diaminobenzidine solution (DAB)
at room temperature for five mimtes; washed with distilled water;
stamead with | mL Hamis” bematoxvlin for two minutes; washed
with distillad water; immersed in 3% ammonium hydroxide in
order to obtain blue nuclens and brown cytoplasm; washed m
diztilled water; delrydrated in zlechol and xylel and mounted with
coverslips using Canada Balsam.

A zlide with a splesn section wasused as negative
contrel (Figure 1A) without usmg the specific antibody and, as
positive confrol (Figure 1B) with human amyedala fragments. The

positive miclel presented browmish or vellowish coloration and

were considered positive, no matter the staming infensity.

FIGUEE 1 - (A) Megative Conmrol — 3 section of the spleen without
brown staining indicatmg the sbsence of PCMA (x100) marker (B)
Positive Control — 2 section of human amyzdsla with positive PCHA
marker, made evident by the brown staming (x100).

Qantitatrve analysis of PCHNA expression was done m
optical microscope. The patholegist chose the most representative
areas with x100 augmentation (mmersion). The lavel of positivity

was datermined by the formula described below®:

Number of positive cells

Level of positivity = x100

Mumbir of counted calls

Diata was represented by median. The difference between
the groups was evaluated with the non-parametric Mamn Whitney
test and p=0.03 was considerad significant.

Results

PCHA was immunopositive m all subgroups with a
varying positivity level between 53.0% and £4.0%. Among the
subgroups which were not submitted to hyperbaric oxvzenation,
there was no difference in the positivity level. However, there
was a difference of positivity level among the groups of animals
submitted or not to hyperbaric oxygenation. In the zroups which
were not treated, there was no difference in positivity level. B13
subgroup (Figure 24) presenmted a pesifivity lavel huigher than
that of A15 (p=0.01 (Figure 2B} and the same difference was
observed betwesn the zroups A45 and B43 (p=0.01). 45 davs of
postoperative resulted in higher level of positivity than that of
15 days, only i ammals submitted to hyperbarie oxyzenation

(p=0.01) (Table 2).

TABLE 2 - The cellular proliferation of the infanior pole
of rats submitted to ESTPI treated and those non-treated with
hyperbaric cxygen in the 15* day of postoperatrve period and in
the 43% day of postoperative period.

Cellular proliferation
Group  Subgroup B, B,

IF M

a AlS 53.5% 53540
) WS =001

AdS 5308 550,40

5 B13 T1.5% T15.00
<001 =001

B43 34.0% E41.00

M - Madian; TP - Positivity index; 25 - Moo Sipnificant. (Mamn's Whimey Test)
pl — Comparizon betwesn subzroups ALS and A45 and subgroups B13 and B43
pl — Comparizon between suberoaps ALS and B15 and between subzroups A45
amd B43



Paule M5L eral.

FIGURE 1 - (A) There is a greater pumber of PCHA-positive cells
(indicated by the arrow) m a section of 3 treated animal spleen — B13
(x100). (B) There is 2 small mumber of PCHA-positive cells in a saction
of 3 non-reated animal spleen — A15 (x100).

Discussion

Many experimental stodies have been conducted in
order to better understand the biclogical properties of hyperbarie
oxygenation. Among the most used markers to access cell
proliferation PCHA stands out, and its immune expression has
been imvestigated In many studies. In this study, a sigmificant
difference was noted in PCWNA immuncexpression m the group
treated with HBO.

HBO iz used in the treatment of many mflammatory
diseases and ischemic condittons such as wounds, carbon
monoxids mtoxication and acute necrotic infaction’. The increass
of oxvgen dissolution in the blocd causes cxygenation in hypexie
areas’?. HBO increases free radical generation that oxidizes
membrane protems and lipids and inlubits bacterial metabaolic
functions. Hyperoxia m normal tissues causes fast sigmificant
vasoconsiticton which 15 compensated by the increase of oxygen
transportation m the plasma and the miero-vaseular blood flow
in the 1schemic tissue 15 effectively mmproved. In conventional
histologie analysis, Costa-Val er al.V did not find spleen and liver
cellular proliferation m rats submmtted to HBO at 2, 5 atm for 90
mnutes m 20 consecutive days, but found a significant reduction
of extra medullar hepatic enitropovesis'”.

There are no reports in the lteratire on the evaluation
of zplaen callular proliferation after HBO wsing PCWNA. In ordar
to understand the effects of this therapy on spleen regeneration
references on the regensration of other crgans were considered,
azpecially thoza on liver ragenaration.

Although there was a decrease in renal fissue necrosis,
HBO did not merease PCWA immumoexpression, due probably to
insufficient HBO time at 2, 5 atm (2 days for 90 nunutes)"'.

Many authors™" have sdied the effect of HBO in
liver regensration in rats after 70% hepatectomy nsing PCHA to

avaluate prohferative activity. There was an mereaze m cellular
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prolhiferation with a positrvity index varymg from 4% to 69% in
traated groups and of 1, 4% to 50% m non-treated groups. Pressure
m these groups vared from 2.0 to 2.8 atm, being 2.5 atm the most
used.

The great varety of protocols described may confirm
differsnces 1 posttivity mndex foumd In many studies. These
protocols melude confinnous treatment for many days; however,
there are reports in which HBO effects are observed in a fow hours
after the beginning of treatment'®. This 15 the reason why most
recent studies mvestizate HBO effects between 24-48 howrs of
postoperative period. It is possible that studies on gene expression
will halp to understand the effects of sarly HHBO.

Concluzion
The guantitative analysis of proliferating cell nuclear
anfigen positive suggests that hyperbarie oxygenation mereasas

cellular proliferation, contributing to splenic regeneration.
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