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RESUMO 

 
 

Objetivos: avaliar se a oxigenação hiperbárica (OHB) aumenta a proliferação 
celular por meio da expressão de Ki67 e PCNA e a proliferação vascular por meio 
da expressão de VEGF no polo inferior do baço, após esplenectomia subtotal. 
Verificar se há correlação entre o tamanho do polo inferior do baço 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 à esplenectomia 
subtotal com preservação do polo inferior, e distribuídos em dois grupos: grupo A 
(n=20) - sem oxigenação hiperbárica; grupo B (n=20) - submetidos à oxigenação 
hiperbárica. Os grupos A e B foram divididos em dois subgrupos de 10 animais 
cada, de acordo com a época de eutanásia: subgrupo 15 dias e subgrupo 45 dias. 
Os animais foram pesados no dia da esplenectomia subtotal, no 10º dia e no dia 
da eutanásia. O polo inferior do baço foi medido quanto ao comprimento, largura e 
espessura no dia da esplenectomia subtotal e no dia da eutanásia (15º e 45º 
dias).  Após a extirpação, o polo inferior do baço foi pesado e fixado em formalina 
e processado em parafina para análise imuno-histoquímica utilizando marcadores 
de proliferação celular (Ki67 e PCNA) e vascular (VEGF). Resultados: todos os 
animais sobreviveram até a eutanásia. Houve aumento de peso dos animais de 
todos os subgrupos do início para o final do experimento. Em nenhum dos grupos 
o comprimento, largura e espessura do polo inferior do baço se alteraram. A 
análise imuno-histoquímica mostrou que no grupo A os animais do subgrupo de 
45 dias, sem oxigenação hiperbárica, apresentaram aumento significativo de 
células positivas para Ki67 em comparação aos do subgrupo de 15 dias 
(p=0,001). Os animais do grupo B exibiram maior imunoexpressão de Ki67 que os 
dos subgrupos sem OHB (p<0,05). A expressão 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 à oxigenação 
hiperbárica, apresentaram maior imunopositividade que os do subgrupo A15, sem 
OHB (p=0,0029). No grupo B, animais com oxigenação hiperbárica, houve 
correlação significativa entre a largura do polo inferior do baço e a proliferação 
celular por PCNA no subgrupo B15 (p=0,048) e foi observada correlação 
significativa entre o comprimento do polo inferior do baço e a proliferação celular 
por PCNA no subgrupo B45. O VEGF não apresentou alteração significativa 
(p>0,05) entre os subgrupos, entretanto, no subgrupo B45, houve correlação 
significativa entre a expressão de VEGF e o tamanho do polo inferior do baço 
(p=0,004). Conclusões: A oxigenação hiperbárica após esplenectomia subtotal 
aumentou a proliferação celular expressa por Ki67 e PCNA e não aumentou a 
proliferação vascular expressa por VEGF no polo inferior do baço. Nos animais 
submetidos à oxigenação hiperbárica, houve relação entre o tamanho do polo 
inferior do baço e a quantidade de células positivas para PCNA e VEGF, mas 
essa relação não foi encontrada para o Ki67. 
 
 
Palavras-chave: Esplenectomia. Oxigenação hiperbárica. Antígeno Ki67. 
Antígeno Nuclear de Célula em Proliferação. 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 358.9g ± 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 INTRODUÇÃO 

 

 

 Durante muito tempo acreditou-se que a retirada do baço por causa de 

trauma abdominal ou outras doenças não provocaria danos graves aos 

pacientes1-4. No entanto, o risco de desenvolvimento de infecção fulminante pós-

esplenectomia tanto em crianças5-7 quanto em adultos pode surgir em qualquer 

época após a operação e independe da indicação cirúrgica6,7. O aumento do 

índice de infecção em cães e em ratos esplenectomizados sugere correlação 

entre esplenectomia e sepse8-11. Além disso, foram verificadas alterações no 

metabolismo lipídico em seres humanos12-14 e em animais de laboratório15-20 após 

a esplenectomia total. 

 O baço é um dos principais órgãos do sistema mononuclear fagocitário, 

pois atua como importante filtro biológico e desempenha papel fundamental no 

sistema imunitário5. Além disso, possui função primordial na depuração de células 

e bactérias da corrente sanguínea, propicia a produção rápida de anticorpos e 

atua na ativação de macrófagos e na proliferação de linfócitos8,21.  

Uma vez verificadas a relevância e diversidade funcional do baço, sua 

preservação total ou parcial passou a ser realizada de forma mais frequente4,22-33 

e as operações conservadoras tornaram-se mais valorizadas. A esplenectomia 

subtotal com preservação do polo inferior (ESTPI) é uma das alternativas para 

manter a função de defesa do organismo30. Diversos estudos experimentais têm 

mostrado resultados satisfatórios dessa operação17,19,30,34-38, especialmente 

quando associada à oxigenação hiperbárica (OHB)39-41.  

Paulo et al. (2011) observaram que o polo inferior do baço nos animais 

submetidos à OHB nos 15º e 45º dias do pós-operatório apresentou, à histologia 

convencional, mais proliferação celular e mais aumento no número de vasos do 

que nos animais sem essa terapia41. Entretanto, esses resultados carecem de 

avaliação pormenorizada por meio de métodos que permitam quantificar e 

reconhecer a expressão proteica, bem como localizar moléculas importantes na 

proliferação celular e vascular do polo inferior do baço.  

A proliferação celular é um processo biológico essencial a todos os 

organismos vivos, devido ao seu papel no crescimento e manutenção da 
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homeostase dos tecidos42, porém esse processo foi avaliado pela observação das 

figuras de mitose, que representam apenas uma fase do ciclo celular. Com a 

descoberta de proteínas que desempenham funções importantes e específicas no 

ciclo celular, outros métodos foram desenvolvidos e possibilitaram a identificação 

direta de células ciclizantes43,44. Hoje, o método mais comum para determinar a 

atividade proliferativa são as técnicas de imuno-histoquímica (IHQ), que são cada 

vez mais aplicadas na patologia de rotina45. 

 O ciclo celular consiste em diversas fases: antes da síntese de ácido 

desoxirribonucleico (DNA) (G1), síntese de DNA (S), depois da replicação do DNA 

(G2) e a fase mitótica, que culmina com a divisão celular. Esse ciclo é regulado 

em dois momentos principais denominados pontos de restrição (check points): no 

período de G2 tardio, antes da entrada da célula em mitose; e na interfase, ao 

final de G1, no período inicial chamado de start43,44. O início do período G1 é 

controlado por nutrientes, hormônios e fatores de crescimento. As fases do ciclo 

celular que seguem ao G1 tardio (S, G2 e M) processam-se independentemente 

de fatores externos43. 

Para identificar as células em proliferação, algumas proteínas relacionadas 

à fase replicativa têm sido utilizadas como marcadores e detectadas com 

anticorpos monoclonais, sendo o antígeno nuclear associado ao ciclo celular (Ki-

67) e o antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) os mais utilizados46-48.  

O Ki-67, proteína nuclear não histona, é um marcador clássico de 

proliferação celular amplamente aplicado nas áreas de diagnóstico, de 

investigação e de descoberta de fármacos45. Essa proteína é muito utilizada para 

avaliar a atividade proliferativa de uma população celular, por associar 

características desejáveis para esse tipo de marcador, como a expressão durante 

praticamente todo o ciclo celular, do início da fase G1 a M, e por possuir meia-

vida curta, sendo degradada uma hora após a mitose. Sendo assim, mesmo 

marcações tênues podem ser consideradas positivas49-52 e indicarão que a célula 

está em processo de divisão ou proliferação. 

O PCNA é outra proteína nuclear não histona necessária à síntese de 

DNA, detectada desde a fase G1 até a transição de G2 a M, atingindo seu 

máximo na fase S do ciclo celular49,53, estando ausente na fase G049,50. Pode ser 

utilizada como marcador de proliferação celular, porque as células permanecem 

mais tempo na fase G1 e S, quando estão se proliferando53. Essa proteína tem 
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papel essencial no metabolismo de ácido nucleico como componente da 

replicação do DNA e mecanismo de reparo53,54. O aumento nos níveis de PCNA 

pode ser induzido por fatores de crescimento ou como resultado de dano ao DNA 

na ausência de ciclo celular53,55. O PCNA possui meia-vida longa, fazendo com 

que as frações proliferativas sejam, muitas vezes, super-representadas49,50. 

 A proliferação de novos vasos a partir de vasos preexistentes, denominada 

angiogênese, é fundamental para a funcionalidade e regeneração do tecido 

esplênico. O papel da angiogênese é fornecer nutrição e oxigênio para os tecidos 

em crescimento, o que parece proporcionar a condição fisiológica de cicatrização 

de feridas56,57. O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é um dos 

mais importantes fatores pró-angiogênicos58. Atua diretamente no endotélio, induz 

a proliferação e migração de células endoteliais e promove, assim, a 

vascularização do tecido59,60. O aumento na produção de VEGF ocorre 

principalmente em condições de hipóxia, que é o principal indutor da produção 

desse fator61.  

 Estudos experimentais mostraram que a OHB apresenta as propriedades 

seguintes: promove angiogênese62-64; estimula a circulação colateral65; melhora o 

resultado de transplantes das ilhotas pancreáticas66; atenua os efeitos deletérios 

sobre fígado e baço de ratos submetidos à ligadura das veias hepáticas e reduz a 

incidência de mortes67; induz a expressão de VEGF no fígado68; reduz a lesão 

hepática na regeneração do fígado de ratos após hepatectomia parcial68-70; 

acelera a cicatrização do baço após a ligadura simultânea da artéria e veia 

esplênicas71; melhora a viabilidade do polo inferior do baço após ESTPI41; e induz 

expressão de PCNA72.  

 No sentido de avançar os conhecimentos, é importante investigar se a OHB 

poderá favorecer a proliferação celular e vascular do polo inferior do baço 

remanescente da esplenectomia subtotal e se esses efeitos poderão variar em 

função do tempo de recuperação após a OHB. Para dar sustentação a essa 

investigação, espera-se que as análises de IHQ possam contribuir para 

compreender os processos celulares que ocorrem durante o crescimento e 

proliferação do polo inferior do baço, influenciados ou não pela OHB.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

a) Avaliar se a oxigenação hiperbárica aumenta a proliferação celular e a 

proliferação vascular no polo inferior do baço, após esplenectomia subtotal. 

b) Identificar se há correlação entre o tamanho do polo inferior do baço e a 

quantidade de células positivas para os marcadores de proliferação. 
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3 RELEVÂNCIA  

 

 

            O propósito da esplenectomia subtotal é preservar tecido esplênico 

suficiente para manter a função de defesa do organismo; e o da oxigenação 

hiperbárica é contribuir para aumentar a proliferação celular do remanescente 

esplênico. Caso isso ocorra, essa modalidade terapêutica poderá ser utilizada 

para estimular a proliferação celular e vascular, manter importantes funções do 

baço e reduzir as complicações decorrentes da disfunção esplênica.  

A compreensão dos processos celulares que ocorrem durante o 

crescimento e proliferação do polo inferior do baço poderá contribuir para as 

decisões clínicas sobre o uso da OHB nas operações conservadoras do baço. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 24 

4 MÉTODO 

 

 

4.1 Considerações éticas  

 

Este é um estudo experimental prospectivo cujo protocolo foi aprovado 

pelos Comitês de Ética no Uso de Animais da EMESCAM (nº 006/2011 – ANEXO 

A) e da UFMG (nº. 207/2012 – ANEXO B), seguindo os princípios éticos 

preconizados pela Sociedade Brasileira de Ciência em Animais de Laboratório/ 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (SBCAL/COBEA) e pela Lei nº. 

11.794/2008 que regulamenta o uso de animais em pesquisa no Brasil.  

Os ratos foram adquiridos do Biotério de Produção Animal do Centro de 

Pesquisa da EMESCAM, sendo o experimento realizado no Laboratório de 

Experimentação Animal desse Centro. Os animais foram mantidos em ambiente 

climatizado, com controle de temperatura (20º a 22ºC), ventilação, luminosidade 

(12 horas claro e 12 horas escuro) e receberam ração própria para a espécie 

(Nuvilab CR-1 autoclavável - Nuvital®) e água à vontade em todas as fases do 

experimento. Utilizou-se ficha de anotação para acompanhamento individual dos 

animais. 

 

  

4.2 Características da amostra e constituição dos grupos de animais 

  

O experimento foi realizado em 40 ratos machos da linhagem Wistar, com 

dois a três meses de idade, peso médio de 358,9 ± 34,8g. Os animais foram 

distribuídos, aleatoriamente, em dois grupos de acordo com a submissão ou não 

à OHB e, posteriormente, foram constituídos quatro subgrupos conforme o dia da 

coleta do espécime do polo inferior do baço para análise IHQ (TAB. 1).  
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TABELA 1 - Distribuição dos ratos em dois grupos de acordo com a exposição ou 

não à OHB e em quatro subgrupos conforme o dia do pós-operatório 

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

(n=40) 

Grupos Subgrupos 
 

Dia da coleta 
do espécime 

Número de 
fragmentos 

de tecido de baço 

A - sem oxigenação 
hiperbárica (n=20) 

A15 15º dia 10 
A45  45º dia 10 

B - com oxigenação 
hiperbárica (n=20) 

B15 15º dia 10 
B45 45º dia 10 

  

A aleatorização foi feita por meio de envelope opaco e lacrado que 

continha em seu interior o número do subgrupo. Antes do sorteio, os envelopes 

foram misturados entre si e um deles sorteado, aberto, identificando o subgrupo a 

que o animal iria pertencer.  

  Ao final da composição 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 - São Paulo, Brasil).  

 

 

4.3 Procedimento cirúrgico  

 

O cirurgião que executou o procedimento cirúrgico desconhecia o grupo e o 

subgrupo aos quais os animais pertenciam. Os animais foram pesados (balança 

eletrônica Filizola® modelo MF-6 – sensibilidade de 1 g), anestesiados com 75 

mg/kg de cloridrato de cetamina (Vetaset®, Fort Dodge – Iowa, USA) associados a 

5 mg/kg de cloridrato de xilazina (Kensol®, König – Avellaneda, Argentina) 

aplicados via intraperitoneal.  

Uma vez anestesiados, os ratos foram imobilizados em mesa cirúrgica, 

identificados com marca na cauda, realizada a tricotomia da parede abdominal e 

torácica e antissepsia da parede abdominal com solução alcoólica de 

polivinilpirrolidona-iodo a 10%.   

O procedimento cirúrgico consistiu-se em41: 

a) Incisão longitudinal da pele e tela subcutânea 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 peritônio;  

c) exploração da cavidade abdominal; 

d) mobilização do baço até a superfície da cavidade abdominal; 

e) ligadura e secção dos vasos que irrigavam a porção superior e média do 

baço, rente à superfície esplênica, com mononylon 6.0 (Shalon®, Shalon 

Fios Cirúrgicos Limitada - Goiás, Brasil); 

f) secção do baço abaixo dos vasos laqueados, mantendo-se o polo inferior 

irrigado por vasos no ligamento gastroesplênico e extirpou-se a porção 

superior do baço; 

g) a área cruenta do polo inferior do baço não foi suturada;  

h) medição do polo inferior do baço na sua parte central, quanto ao 

comprimento, largura e espessura, empregando-se paquímetro de plástico; 

i) laparorrafia por meio de sutura contínua do peritônio e o plano 

musculoaponeurótico em conjunto e da pele empregando-se mononylon 

6.0 (Shalon®, Shalon Fios Cirúrgicos LTDA - Goiás, Brasil).  

 

Ao final da operação, foram administrados 5 mL de solução salina 0,9% via 

subcutânea e esse procedimento foi repetido a cada 24 horas  por dois dias, com 

finalidade de reposição hidroeletrolítica73.  

No período pós-operatório, os animais receberam dipirona sódica (Medley - 

São Paulo, Brasil) na dose de 52,5 mg/dia, via oral, dissolvido na água do 

bebedouro (72 horas), dieta livre e água à vontade e cloridrato de nalbufina 

(Nubain®, Cristália – São Paulo, Brasil) na dose de 0,1 mg/kg a cada 12 horas 

durante três dias. A evolução dos animais foi registrada em ficha individual. 

 

 

4.4 Oxigenação hiperbárica 

 

Após o término do efeito da anestesia, os animais do grupo B foram 

submetidos à OHB em câmara apropriada, conforme protocolo71: compressão 

gradual até 2,5 atmosferas (1 atmosfera ao nível do mar e 1,5 atmosfera marcado 

no manômetro da câmara) pelo período de 15 minutos, sendo mantidos nessa 

pressão por 90 minutos, seguido da descompressão gradual da câmara por 15 

minutos. Esse procedimento foi realizado duas vezes ao dia, com intervalo de três 
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horas entre as sessões, durante os três primeiros dias; e uma vez ao dia, durante 

os sete dias seguintes.  

Os animais do grupo A foram mantidos dentro da câmara hiperbárica pelo 

mesmo período utilizado para os animais do grupo B, para simular a oxigenação 

hiperbárica e submetê-los ao estresse de confinamento.  

  

 

4.5 Coleta dos espécimes do polo inferior do baço e eutanásia 

 

No 15º ou 45º dias do pós-operatório, conforme o subgrupo, os ratos foram 

anestesiados com cloridrato de cetamina associado a cloridrato de xilazina 

aplicados via intraperitoneal e submetidos à nova laparotomia, para coleta do 

espécime do polo inferior do baço. Em seguida, foi realizada eutanásia dos 

animais aplicando-se pentobarbital sódico (Hypnol®, Syntec - São Paulo, Brasil) 

na dose de 120 mg/kg intraperitoneal e cloreto de potássio 10% intracardíaco 

(dose-efeito). O polo inferior do baço extirpado foi pesado em balança Adventurer 

OHAUS® modelo AR 3130 com precisão 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 expressão proteica  

 

4.6.1 Fixação das amostras esplênicas 

 

As amostras de polo inferior do baço extirpados no 15º e 45º dias pós-

operatório foram seccionados longitudinalmente e as distintas partes foram 

fixadas em formalina tamponada neutra 10% (potencial hidrogeniônico - pH 7) por 

24 a 48 horas. Todos os procedimentos de IHQ foram realizados no Laboratório 

de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) do Centro de Ciências 

da Saúde (CCS) da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES). 
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4.6.2 Processamento do material para histologia  

 

Decorridas 48 horas de fixação, as amostras identificadas foram alocadas 

em cassetes histológicos e posteriormente processadas em baterias de 

desidratação em álcool absoluto (cinco repetições), diafanização em xilol (duas 

repetições) e inclusão em parafina histológica (duas repetições). Cada banho 

durou 40 minutos, totalizando seis horas de inclusão dentro de estufa a 60°C. O 

emblocamento do material foi realizado usando-se moldes histológicos de 

alumínio (dimensões 15x15x5 mm) e os blocos parafinizados foram armazenados 

em geladeira até o momento da microtomia. 

 

 

4.6.3 Preparação das lâminas para histologia  

 

Os cortes histológicos com 2 µm de espessura foram obtidos usando-se 

micrótomo rotativo manual (Leica Biosytems, Germany, 2125RT) e, em seguida, 

montados em lâminas revestidas com silano (Autofrost® - CancerDiagnostic, 

United States of America - USA). As lâminas preparadas foram envolvidas em 

papel alumínio, armazenadas  em  caixas  histológicas  e  mantidas  no  

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

 

 

4.6.4 Imuno-histoquímica 

 

 Os cortes histológicos sobre as lâminas foram retirados do congelador e 

colocados em estufa a 60°C por 12 horas para secagem e desparafinização. Em 

seguida, as lâminas foram organizadas em acessórios de vidro (bercinhos) para 

coloração manual, até o momento da recuperação antigênica. 

Concomitantemente, o tampão citrato 10 mmol/L pH 6,0 (Spring Bioscience®) foi 

aquecido em banho-maria até a temperatura de 95-96ºC, onde os bercinhos 

foram imersos e mantidos por 30 minutos. Após essa etapa de recuperação, o 

conjunto tampão-lâminas foi retirado do equipamento e mantido à temperatura 

ambiente para resfriar durante 10 minutos e as lâminas foram lavadas em água 

deionizada em dois tempos de um minuto cada.  
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Para a etapa seguinte, procedeu-se à secagem individual de cada lâmina 

com lenço de papel e demarcação dos cortes histológicos com caneta hidrofóbica 

(Sigma-Aldrich®, USA). Peróxido de hidrogênio 3% foi aplicado sobre os cortes 

histológicos e as lâminas foram incubadas em câmara úmida por 15 minutos à 

temperatura ambiente, para bloqueio da peroxidase endógena. Os cortes 

histológicos foram lavados com tampão Tris-Buffered Saline and Tween (TBST) 

por cinco minutos e depois foram incubados com solução para bloqueio de 

proteínas endógenas (Spring Bioscience®) por 10 minutos e, em seguida, lavados 

com TBST em dois tempos de três minutos cada. 

Os anticorpos primários (Ki-67, PCNA e VEGF) foram diluídos em diluente 

de anticorpo comercial (Spring Bioscience®). Os cortes histológicos foram 

incubados com os anticorpos primários em câmara úmida à temperatura 

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

  

TABELA 2 - Anticorpos primários utilizados nas reações de imuno-histoquímica 

com as respectivas diluições e tempo de incubação 

Anticorpo 
Fornecedor 

(nº de catálogo) 
Diluição 

Tempo de 
incubação 

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 incubação, os cortes histológicos foram lavados em 

TBST por três tempos de três minutos cada. Para amplificar a visibilização da 

reação, foi aplicado sobre os cortes o polímero N-Histofine® (Nichirei, Japan) 

conjugado com peroxidase e as lâminas foram incubadas em câmara úmida à 

temperatura ambiente por 30 minutos. Os cortes histológicos foram lavados em 

TBST por três tempos de três minutos cada.  

Para revelação da reação foi utilizado o substrato-cromógeno 

diaminobenzidina-tetra-hidrocloreto (DAB líquido - Spring Bioscience®) preparado 

de acordo com as recomendações do fabricante. O DAB diluído foi aplicado sobre 

os cortes e incubado à temperatura ambiente por 10 minutos. Para retirada do 

excesso de DAB, os cortes histológicos foram lavados em água corrente por cinco 

minutos. 
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Para melhor detecção do marcador proteico, foi realizada a 

contracoloração, colocando-se as lâminas em cuba contendo hematoxilina de 

Harris (PA) durante 30 segundos. Ao final da reação, os cortes histológicos foram 

lavados em água corrente para retirar o excesso de hematoxilina. Na cuba 

contendo água de torneira com as lâminas contracoradas e lavadas, adicionaram-

se 3 a 5 mL de hidróxido de amônia (PA) com contagotas, para tornar a coloração 

da hematoxilina mais azulada, facilitando a leitura do sinal marrom do DAB. As 

lâminas foram mergulhadas e erguidas por duas ou três vezes.  

Como etapa final do protocolo, os cortes histológicos foram lavados 

novamente em água corrente e submetidos à desidratação em água destilada por 

dois tempos de um minuto cada, álcool etílico 50% por dois tempos de um minuto 

cada, álcool etílico 70% por dois tempos de um minuto cada, álcool etílico 95% 

por dois tempos de um minuto cada e xilol PA por dois tempos de um minuto 

cada. A montagem das lâminas foi feita com lamínulas de vidro usando meio não 

aquoso DPX [p-xylene-bis (N-pyridinium bromide)] (Sigma-Aldrich®, USA). 

Para controle negativo, o anticorpo primário não foi utilizado, sendo 

substituído por diluente de anticorpo comercial (Spring Bioscience®) e os cortes 

histológicos de rim de rato foram apenas corados em hematoxilina (coloração 

azul) (FIG. 1A). Para controle positivo, utilizou-se rim de rato, com marcação por 

DAB (coloração marrom). Para Ki-67 e PCNA, o padrão de marcação esperado é 

nuclear (FIG. 1B e 1C), sendo o VEGF citoplasmático (FIG. 1D). 
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FIGURA 1 - Fotomicrografias de cortes histológicos de rim de rato utilizados  

na IHQ como controle negativo e controle positivo 

 

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

 

 

4.6.5 Análise dos marcadores imuno-histoquímicos 

 

A leitura dos cortes histológicos foi feita em fotomicroscópio Olympus AX70 

(Olympus Corporation, Japan) com câmera AxioCam ERc 5s (Carl Zeiss 

MicroImaging, Germany) acoplada, em objetiva de 40x com magnificação de 

400x, sendo analisados 10 campos não consecutivos por corte.  

A cada conjunto de imagens feitas pelo software AxioVision Imaging 

System 4.8 (Carl Zeiss MicroImaging, Germany), foi realizada a análise da 

expressão 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 citoplasmático, foi realizada a determinação por 

intensidade integrada, medida em pixel/pixel ou unidade arbitrária (ua), que 
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consiste em somar todas as intensidades em pixel da foto e proceder à 

quantificação de cada cor, em função da predominância de uma cor sobre a outra. 

O espectro do corante dos componentes celulares de interesse foi azul para o 

núcleo (hematoxilina) e marrom para o citoplasma (DAB), com a inversão de 

cores para escalas de cinza (FIG. 2B e 2C, respectivamente). Assim, mediu-se o 

quanto cada espectro contribuía para leitura, determinou-se a intensidade final 

combinada desse conjunto (FIG. 2D) e então foi constituída tabela com os valores 

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

 

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

histoquímico citoplasmático, VEGF 

Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com o citoplasma corado por 
DAB (coloração marrom) (A), inversão da coloração por hematoxilina, nos núcleos (B), 
inversão da coloração por DAB, nas regiões citosólicas (C), e leitura da combinação 
espectral final (D).  

 

Para os marcadores nucleares, Ki-67 e PCNA, procedeu-se de forma 

similar à inversão de cores, porém se destacava o marrom dos núcleos marcados 

versus o azul dos núcleos não marcados (FIG. 3B e 4B). Foi, então, realizada a 



 33 

identificação de cada núcleo marcado (FIG. 3C e 4C), com exclusão de áreas não 

celulares, artefatos (FIG. 3D e 4D). Assim se contava a quantidade de núcleos 

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

 

FIGURA 3 - Determinação do número de núcleos marcados em reações para a 

proteína de proliferação celular, Ki-67 

Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com os núcleos corados por 
DAB (coloração marrom) (A), imagem invertida para escala de cinza e destaque para os 
núcleos no espectro marrom (B), estimativa da área celular ocupada por cada objeto 
identificado (C) e leitura dos núcleos sem presença de artefatos(D). 
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FIGURA 4 - Determinação do número de núcleos marcados em reações para a 

proteína de proliferação celular, PCNA 

 

Observar foto original reconhecida pelo programa Cell Profiller, com os núcleos corados 
por DAB (coloração marrom) (A), imagem invertida para escala de cinza e destaque para 
os núcleos no espectro marrom (B), estimativa da área celular ocupada por cada objeto 
identificado (C) e leitura dos núcleos sem presença de artefatos(D). 

 

 

4.7 Variáveis estudadas e testes estatísticos 

 

 Para verificar a normalidade da distribuição dos dados foi utilizado o teste 

de Shapiro-Wilk. Para análise de dados de valores que não estavam em 

distribuição normal, foram empregados testes não paramétricos: 

 

a) Peso dos ratos; comprimento, largura e espessura do polo inferior do baço 

foram avaliados por meio da estatística descritiva para cálculo da média 

aritmética e desvio-padrão;  
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b) o peso dos animais do pré-operatório foi comparado com o do pós-

operatório (10º, 15º e 45º 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 baço dos 

animais do pré-operatório foram comparados com os do pós-operatório 

(15º e 45º 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 análise IHQ foi 

comparada entre os grupos expostos ou não à OHB por meio do teste de 

Mann Whitney para amostras independentes; 

e) a quantidade de células positivas marcadas para PCNA na análise IHQ foi 

comparada entre os grupos expostos ou não à OHB a partir do teste de 

Mann Whitney para amostras independentes; 

f) a quantidade de células positivas marcadas para VEGF na análise IHQ foi 

comparada entre os grupos submetidos ou não à 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 baço com a quantidade de células positivas marcadas na análise IHQ, 

foi calculado o coeficiente de correlação de Spearman. 

h) para correlacionar a expressão de Ki-67 com a expressão de PCNA, foi 

calculado o coeficiente de correlação de Spearman. 

 

Todos os testes foram bicaudais e os valores de “p” foram considerados 

significativos quando inferiores a 5%. Todas as análises estatísticas foram 

realizadas usando-se o software Bioestat 5.0.  
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5 RESULTADOS  

 

 

5.1 Sobrevida e peso dos animais 

  

 Não houve óbito durante o experimento até o momento da eutanásia. 

Todos os animais perderam peso do primeiro ao 10º dia do pós-operatório, 

entretanto, o peso final foi maior do que o peso do início do experimento 

(p=0,005) (TAB. 3). 

 

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

pós-operatório de ESTPI, submetidos ou não à oxigenação 

hiperbárica 

Grupo Subgrupo 

Pré-
operatório 

 
Mediana 

 
10º dia 

 
Mediana 

p 

Pós-
operatório 

 
Mediana 

p1 p2 

A 
 

A15 343,00 334,50 
0,008

* 
349,50 0,262    0,005* 

A45 382,50 376,50 
0,028

* 
449,50 0,005*    0,005* 

B 

 

B15 343,00 335,50 0,284 355,50 0,005*    0,005* 

B45 
385,50 370,00 0,008

* 
458,00 0,005*    0,005* 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 não significativo. 
p- comparação entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o pré-operatório e o 10º dia 
do experimento.  
p1-  comparação entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o pré-operatório e o pós-
operatório (15º e 45º dias) do experimento.  
p2-  comparação entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o 10º dia e o pós-operatório 
(15º e 45º dias) do experimento.  

 

 

5.2 Medida do polo inferior do baço 

              

Em todos os subgrupos de animais não houve aumento das medidas de 

comprimento, largura e espessura do polo inferior do baço durante o experimento 

(p>0,05) (TAB. 4, 5 e 6).  
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TABELA 4 - Comprimento (mm) do polo inferior do baço no momento da ESTPI, 

no 15º e 45º dias do pós-operatório dos ratos, submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica 

Grupo Subgrupo 
Comprimento inicial Comprimento final       

p       
Mediana Mediana 

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 após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 não significativo.  
p- comparação entre o comprimento do polo inferior do baço dos animais do mesmo subgrupo, 
entre o início e o final do experimento. 

 

TABELA 5 - Largura (mm) do polo inferior do baço no momento da ESTPI, no 15º 

e 45º dias do pós-operatório dos ratos, submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica 

Grupo Subgrupo 
Largura inicial Largura final 

p 
 

Mediana Mediana 

A A15 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 após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo*. p>0,05 não significativo.  
p- comparação entre a largura do polo inferior do baço dos animais do mesmo subgrupo, entre o 
início e o final do experimento. 
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TABELA 6 - Espessura (mm) do polo inferior do baço no momento da ESTPI, no 

15º e 45º dias do pós-operatório dos ratos, submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica  

Grupo Subgrupo 
Espessura inicial Espessura final p 

 Mediana Mediana 

A A15 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 após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Wilcoxon para amostras pareadas. p<0,05 significativo. p>0,05 não significativo.   
p- comparação entre a espessura do polo inferior do baço dos animais do mesmo subgrupo, entre 
o início e o final do experimento. 

 

 

5.3 Imuno-histoquímica 

 

5.3.1 Expressão de Ki-67 

 

A proliferação celular avaliada por meio do Ki-67 foi identificada em todos 

os grupos de animais (FIG. 5). No grupo A, sem OHB, os animais do subgrupo de 

45 dias apresentaram aumento significativo de células positivas em comparação 

aos do subgrupo de 15 dias (p=0,001). No grupo B, submetidos à OHB, não 

houve diferença entre os animais dos subgrupos de 45 dias e 15 dias (p=0,623).   

Os animais dos subgrupos submetidos à OHB, nos tempos de 15 e 45 

dias, exibiram maior imunoexpressão de Ki-67 que os dos subgrupos sem OHB 

(p<0,05) (TAB. 7). 
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TABELA 7 - Expressão de Ki-67 no polo inferior do baço de ratos após ESTPI, 

submetidos ou não à oxigenação hiperbárica, nos 15º e 45º dias do 

pós-operatório 

Grupo Subgrupo 
Ki-67 

p1 p2 
Mediana 

A 
 

A15 26,60 
0,001* 0,0006* 

A45 39,85 

B 

 

B15 50,10 0,623 

 

0,003* 

 B45 55,40 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Mann Whitney para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.   
p1- comparação entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.  
p2- comparação entre os subgrupos A15 e B15 e entre os subgrupos A45 e B45.   

 

FIGURA 5 - Fotomicrografias com marcações nucleares por Ki-67 em cortes 

histológicos do polo inferior do baço de ratos 

 

Observar a expressão de Ki-67 por meio de núcleos marcados por DAB (coloração marrom) 
nos subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.  
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5.3.2 Expressão de PCNA 

 

 A expressão 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 à 

oxigenação hiperbárica, apresentaram maior imunopositividade que os do 

subgrupo A15, sem OHB (p=0,002) (TAB. 8).  

 

TABELA 8 - Expressão de PCNA no polo inferior do baço de ratos após ESTPI, 

submetidos ou não à oxigenação hiperbárica, nos 15º e 45º dias do 

pós-operatório  

Grupo Subgrupo 
PCNA 

p1 p2 
Mediana 

A 
 

A15 76,20 0,0003* 
 

0,002* 
 A45 154,60 

B 

 

B15 106,55 0,019* 
 

0,820 
 B45 145,30 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Teste de Mann Whitney para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.  
p1- comparação entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.  
p2- comparação entre os subgrupos A15 e B15 e entre os subgrupos A45 e B45.   
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FIGURA 6 - Fotomicrografias com marcações nucleares por PCNA em cortes 

histológicos do polo inferior do baço de ratos 

 

Observar a expressão de PCNA por meio de núcleos marcados por DAB (coloração marrom) nos 
subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.  

 
 
 

5.3.3 Expressão de VEGF  

 

 A imunoexpressão de VEGF no polo inferior do baço foi constatada nos 

animais submetidos ou não à OHB e não houve diferença na comparação entre 

os subgrupos (p>0,05) (FIG. 7, TAB. 9).  
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TABELA 9 - Expressão de VEGF no polo inferior do baço de ratos após ESTPI, 

submetidos ou não à oxigenação hiperbárica, nos 15º e 45º dias do 

pós-operatório 

Grupo Subgrupo 
VEGF 

p1 p2 
M.A ± E.P 

A 
 

A15 1943,17 ± 129,15 
0,141 0,156 

A45 2246,36 ± 145,57 

B 

 

B15 2165,37 ± 82,40 0,821 
 

0,825 
 B45 2201,73 ± 136,09 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
M.A- Média aritmética. E.P- Erro padrão. 
Teste t de Student para amostras independentes. p<0,05 significativo*. p>0,05 não significativo. 
p1- comparação entre os subgrupos A15 e A45 e entre os subgrupos B15 e B45.  
p2- comparação entre os subgrupos A15 e B15 e entre os subgrupos A45 e B45.   

 
 

FIGURA 7 - Fotomicrografias com marcações citoplasmáticas por VEGF em 

cortes histológicos do polo inferior do baço de ratos 

 
Observar a expressão de VEGF por meio do citoplasma marcado por DAB (coloração marrom) 
nos subgrupos A15 (A), A45 (B), B15 (C) e B45 (D). Aumento de 400x.  

 

 



 43 

5.4 Correlação entre as medidas do polo inferior do baço e as expressões 

proteicas 

 

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

 

A expressão do Ki-67 não se correlacionou com as medidas de 

comprimento, largura e espessura do polo inferior do baço nos subgrupos de 

animais submetidos ou não à oxigenação hiperbárica (p>0,05) (TAB. 10). 

 

TABELA 10 - Correlação entre a expressão do Ki-67 e as medidas do polo inferior 

do baço de ratos após ESTPI, submetidos ou não à oxigenação 

hiperbárica, nos 15º e 45º dias do pós-operatório 

                                                  
Grupo 

Subgrupo 

Comprimento x 
Ki-67 

Largura x Ki-67 
Espessura x 

Ki-67 

CC p CC p CC p 

Grupo A 
A15 0,16 0,653 -0,05 0,879 0,09 0,789 

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

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

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

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Correlação de Spearman. CC- Coeficiente de Correlação. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.  

 

 

5.4.2 Antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA) 

 

A expressão celular por PCNA correlacionou-se significativamente com a 

largura no subgrupo B15 (p=0,048) e com o comprimento do polo inferior do baço 

no subgrupo B45 (p=0,018), entretanto, nos animais do grupo A, sem oxigenação 

hiperbárica, não houve correlação significativa entre a expressão do PCNA e as 

medidas do polo inferior do baço (p>0,05) (TAB. 11). 
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TABELA 11 - Correlação entre a expressão do PCNA e as medidas do polo 

inferior do baço de ratos após ESTPI, submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica, nos 15º e 45º dias do pós-operatório 

Grupo Subgrupo 

Comprimento 
x PCNA 

Largura x 
PCNA 

Espessura x 
PCNA 

CC p CC p CC p 

Grupo A 
A15 0,21 0,543 -0,31 0,378 0,18 0,606 

A45 -0,06 0,863 -0,05 0,877 -0,38 0,268 

Grupo B 

B15 -0,26 0,457 -0,63 0,048* -0,15 0,660 

B45 -0,72 0,018* -0,50 0,135 -0,35 0,316 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Correlação de Spearman. CC- Coeficiente de Correlação. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.  

 

 

5.4.3 Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) 

 

A expressão do VEGF correlacionou-se significativamente com as medidas 

do polo inferior do baço dos animais do subgrupo B45 (p=0,004), entretanto, não 

houve correlação significativa dessas variáveis nos subgrupos de animais A15, 

A45 e B15 (p>0,05) (TAB. 12). 
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TABELA 12 - Correlação entre a expressão do VEGF e as medidas do polo 

inferior do baço de ratos após ESTPI, submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica, nos 15º e 45º dias do pós-operatório 

Grupo Subgrupo 

Comprimento x 
VEGF 

Largura x 
VEGF 

Espessura x 
VEGF 

CC p CC p CC p 

Grupo A 
A15 0,62 0,053 0,61 0,055 0,30 0,390 

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 após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Correlação de Spearman. CC- Coeficiente de Correlação. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.  

 

 

5.5 Correlação entre Ki-67 e PCNA 

 

As análises de correlação entre os marcadores nucleares, Ki-67 e PCNA, 

revelaram que houve diferença no subgrupo B45 (p=0,037), entretanto, não houve 

diferença nos subgrupos de animais A15, A45 e B15 (p>0,05) (TAB. 13). 

 

TABELA 13 - Correlação entre a expressão de Ki-67 e PCNA no polo inferior do 

baço de ratos após ESTPI, submetidos ou não à oxigenação 

hiperbárica, nos 15º e 45º dias do pós-operatório 

Grupo Subgrupo 
Ki-67 x PCNA 

CC p 

Grupo A 
A15 -0,05 0,898 

A45 0,16 0,651 

Grupo B 
B15 -0,49 0,148 

B45 0,66  0,037* 

A- grupo de animais após ESTPI, sem oxigenação hiperbárica. A15 - subgrupo de animais 
eutanasiados no 15º dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
B- grupo de animais após ESTPI, submetidos à oxigenação hiperbárica. B15 - subgrupo de 
animais eutanasiados no 15º dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45º dia.  
Correlação de Spearman. CC- Coeficiente de Correlação. p<0,05 significativo*. p>0,05 não 
significativo.  
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Muitos estudos experimentais têm sido realizados para entender melhor as 

propriedades biológicas da oxigenação hiperbárica. Esse procedimento exerce 

seus efeitos terapêuticos por meio da alta concentração de oxigênio fornecido a 

100%, sob pressão, dissolvido nos líquidos teciduais74-76. Entre seus principais 

efeitos estão a proliferação de fibroblastos, neovascularização, atividade 

osteoclástica e osteoblástica e ação antimicrobiana74,75. A OHB é usada no 

tratamento de muitas doenças inflamatórias e isquêmicas, tais como feridas, 

intoxicação por monóxido de carbono e infecção necrótica aguda77. O aumento de 

dissolução de oxigênio no sangue causa oxigenação em áreas com hipóxia77. A 

hiperóxia em tecidos normais provoca vasoconstrição rápida, que é compensada 

pelo aumento de transporte de oxigênio no plasma e o fluxo sanguíneo 

microvascular no tecido isquêmico é efetivamente melhorado78. 

Paulo et al. estudaram o efeito da OHB no polo inferior do baço de ratos 

submetidos à esplenectomia subtotal39-41,72. Esse relato foi realizado em cães17,30 

e ratos19,35-38 como técnica viável para preservação parcial do baço. Estudo 

experimental mostrou melhor função do polo inferior do baço após OHB39. Em 

outro estudo, constatou-se melhor vitalidade dessa estrutura, mas a função 

manteve-se preservada somente na avaliação precoce40. Outro estudo identificou 

que a OHB melhorou a vitalidade do polo inferior do baço e, em histologia 

convencional, aumentou a proliferação celular e vascular41. Trabalho mais recente 

sugere que a OHB aumenta a proliferação celular e contribui para a regeneração 

esplênica72.  

Neste estudo, todos os animais sobreviveram até a eutanásia. Entre o 

primeiro e o 10º dia do pós-operatório, houve perda de peso, entretanto, o peso 

final foi maior que o inicial, independentemente se submetidos ou não à 

oxigenação hiperbárica. Esses resultados confirmaram estudo prévio41, que as 

possíveis causas de emagrecimento foram a manipulação diária dos ratos, sua 

permanência dentro da câmara hiperbárica no período previsto pelo protocolo e o 

estresse resultante do procedimento cirúrgico. 
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A regeneração do polo inferior do baço no período de 45 dias foi descrita 

por Torres et al.34 em modelo de esplenectomia subtotal diferente da ESTPI. Em 

2011, Paulo et al. mostraram que animais expostos ou não à OHB, no período de 

45 dias, apresentaram crescimento do polo inferior do baço41. No presente 

estudo, o crescimento do polo inferior do baço não foi significativo. É provável que 

o tempo máximo de 45 dias empregado nesse experimento possa ter sido um 

fator limitante, uma vez que o polo inferior do baço cresceu significativamente em 

comprimento, largura e espessura no período de 80 dias36. 

Costa-Val et al. empregaram análise histológica convencional e não 

acusaram proliferação celular do baço e fígado em ratos submetidos à OHB a 2,5 

atmosferas por 90 minutos em 20 dias consecutivos, mas encontraram redução 

significativa de eritropoiese hepática extramedular79. Em protocolo diferente de 

OHB, Paulo et al. usaram histologia convencional e relataram que os animais 

submetidos à OHB a 2,5 atmosferas por 120 minutos em 10 dias consecutivos 

tiveram mais proliferação celular e maior número de vasos no polo inferior do 

baço, na comparação com os animais que não foram submetidos a esse 

procedimento41. 

A expressão proteica por análise IHQ de PCNA, Ki-67 e VEGF em ratos 

após ESTPI e submetidos ou não à OHB foi empregada com a finalidade de 

aprimorar os métodos para detecção de proliferação celular e vascular com 

informações precisas e quantificáveis. Adicionalmente, foi verificada se a 

expressão desses marcadores se correlacionou com as medidas de comprimento, 

largura e espessura do polo inferior do baço.  

O método IHQ, cada vez mais difundido entre os laboratórios de patologia 

e com melhores resultados à medida que as técnicas vão se aprimorando, 

encontram-se entre os mais úteis e mais comumente usados para avaliação da 

proliferação celular80. No entanto, não foram encontrados na literatura, 

publicações sobre a avaliação IHQ da proliferação celular e vascular do baço 

após ESTPI e OHB, além da publicação originada desta pesquisa (APÊNDICE A), 

na qual foi utilizado o PCNA como marcador IHQ72.  

O Ki-67 e o PCNA são os dois marcadores de proliferação celular mais 

amplamente utilizados46-48. O VEGF é considerado o principal estimulador da 

angiogênese e está associado ao início do processo de neoformação vascular, 

sendo igualmente considerado um marcador confiável desse processo81-83.  
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Nesta pesquisa, apurou-se que os espécimes de polo inferior do baço 

apresentaram expressão IHQ para os três marcadores, o que pode ser atribuído à 

metodologia adotada com a aplicação de aquecimento em banho-maria a 96ºC 

para recuperação antigênica. Contudo, a explicação mais adequada para essa 

expressão é o bom estado de conservação dos tecidos esplênicos, pois esses 

espécimes foram fixados em formalina tamponada neutra a 10% (pH 7,0) por 24 a 

48 horas, uma vez que a permanência prolongada nessa solução causaria 

redução ou até mesmo anulação da expressão dos antígenos84.  

Análise da expressão de Ki-67 no polo inferior do baço de animais 

expostos à OHB mostrou maior quantidade de células positivas quando 

comparados com os animais sem essa exposição. O mesmo foi verificado quando 

se comparou o subgrupo de 45 dias com o de 15 dias no grupo de animais sem 

exposição à OHB. Entretanto, nos animais do grupo B, expostos à OHB, a 

diferença não foi significativa. Esses dados sugerem que a proliferação celular do 

polo inferior do baço sofreu a influência da OHB e do tempo de coleta do material 

mais tardiamente.  

Neste trabalho não foi encontrada correlação positiva entre o crescimento 

do polo inferior do baço e a expressão de Ki-67. Koh et al. (2009) estudaram os 

possíveis efeitos moduladores da OHB (sessão de 115 minutos por dia) na 

pancreatite aguda grave nos tempos um, dois e três dias. Os autores ressaltaram 

que a OHB pode contribuir para o tratamento dessa doença por meio da 

promoção da proliferação celular, expressa por Ki-6785. No primeiro dia de 

oxigenação hiperbárica, a expressão de Ki-67 mostrou que houve diminuição da 

taxa de proliferação celular, entretanto, houve aumento dessas taxas nos dias 

dois e três85. Mais estudos a respeito da expressão de Ki-67 em tecido esplênico 

após esplenectomia subtotal e OHB precisam ser realizados, pois não foram 

encontradas publicações que possam ser comparadas com o presente estudo. 

A análise da expressão de PCNA no polo inferior do baço nos subgrupos 

de 15 dias (A15 e B15) revelou que os animais expostos à OHB tiveram 

significativa presença de células positivas em relação ao subgrupo sem OHB. 

Uma justificativa para esse resultado é que a coleta do material de 15 dias está 

mais próxima da última sessão de OHB, que ocorreu no 10º dia.  A análise de 

PCNA nos subgrupos de animais sem exposição à OHB (A15 e A45) exibiu maior 

expressão 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 

proliferação celular do polo inferior do baço sofre a influência do tempo de coleta 

mais tardio, estando os animais expostos ou não à OHB. Diferentemente do Ki-

67, a expressão de PCNA correlacionou-se positivamente com a largura do polo 

inferior do baço no subgrupo B15 e o comprimento no subgrupo B45. Pode-se 

inferir, portanto, que o crescimento do polo inferior do baço tende a afetar a 

imunoexpressão do PCNA nos animais submetidos à OHB no 15º e 45º dias do 

pós-operatório.  

Estudo utilizando PCNA como marcador de proliferação celular72 também 

evidenciou que essa proteína foi imunopositiva em todos os subgrupos de animais 

submetidos à ESTPI com exposição ou não à OHB, sendo que os subgrupos 

submetidos à OHB tiveram maior imunoexpressão, independentemente do tempo 

de coleta do espécime. Verificou-se, também, que o índice de positividade do 

PCNA foi significativamente maior no pós-operatório de 45 dias que o de 15 dias, 

somente nos animais submetidos à OHB. A análise quantitativa das células PCNA 

positivas sugeriu que a OHB aumenta a proliferação celular e contribui para a 

regeneração esplênica72.  

Avaliação em tecido renal mostrou que a OHB a 2,5 atmosferas por 90 

minutos em dois dias diminuiu a necrose, mas não aumentou a imunoexpressão 

de PCNA, devido provavelmente ao tempo insuficiente de aplicação dessa 

terapêutica86. Alguns autores77,87,88 usaram o PCNA para avaliar a proliferação 

celular e salientaram que a OHB promoveu a regeneração do fígado em ratos 

submetidos à extirpação de 70% desse órgão. Houve aumento na proliferação 

celular, cujo índice de positividade variou de 4 a 69% em grupos de animais 

submetidos à OHB e de 1,4 a 50% nos grupos sem esse procedimento. A pressão 

usada nesses grupos variou de 2,0 a 2,8 atmosferas, sendo 2,5 atmosferas a 

mais empregada.  

Nesta pesquisa, a correlação positiva entre a expressão de Ki-67 e de 

PCNA foi observada nos subgrupos de animais submetidos à OHB, no tempo de 

45 dias. Esposito et al. avaliaram, por meio da IHQ, a expressão de ambas as 

proteínas e consideraram esses marcadores um método objetivo e quantificável 

mais sensível e específico que a contagem do número de mitoses na histologia 

convencional89.  
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O VEGF foi expresso no polo inferior do baço dos animais dos grupos 

submetidos ou não à OHB. No entanto, os resultados encontrados não mostraram 

alteração significativa entre os subgrupos expostos ou não à OHB e o tempo de 

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

necessário encontrar explicações para esses resultados, além de propor novos 

estudos:  

 

a) A ESTPI pode causar isquemia no remanescente esplênico? Após a 

isquemia, o processo de angiogênese se inicia entre um e três dias, sendo 

modulado por fatores de crescimento que se localizam nas células 

endoteliais e na matriz extracelular74. A expressão do VEGF é verificada 

após estímulo da angiogênese e diante de hipóxia tecidual60. Uma 

justificativa para explicar a ausência de diferença na produção de VEGF 

entre os dois grupos é que nos animais que não foram submetidos à OHB 

o segmento do baço poderia apresentar isquemia devido ao procedimento 

cirúrgico e, assim, estimular a produção do VEGF. Para esclarecer essa 

dúvida seria necessário estudo utilizando animais com baço íntegro, com e 

sem exposição à OHB; 

b) a OHB por 10 dias consecutivos poderia inibir a produção de VEGF? 

Segundo Iazzetti (2003)74 e Lacerda et al. (2006)75, durante as sessões de 

OHB os tecidos recebem maior quantidade de oxigênio que o normal. 

Imediatamente após a sessão, os tecidos corporais são submetidos à 

hipóxia relativa (volta à concentração normal de oxigênio), efeito este 

responsável pela estimulação da neovascularização74,75. É provável a 

existência de subgrupo de animais com a mesma quantidade de dias de 

OHB, destacando-se que se a coleta de material for realizada mais próxima 

do término da OHB, pode apresentar maior expressão de VEGF;  

c) o protocolo de OHB utilizado neste estudo pode ter sido um fator limitante? 

Ijichi et al. enfatizaram que a OHB em 24 e 48 horas reduz a lesão na 

regeneração do fígado de ratos após a hepatectomia parcial por meio da 

maior expressão de VEGF68. Pesquisas futuras poderão sugerir protocolos 

com número de sessões reduzidas. 
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Este estudo encontrou correlação positiva entre o crescimento do polo 

inferior do baço e a expressão de VEGF no subgrupo B45. Esse resultado sugere 

que o crescimento do polo inferior do baço tende a afetar a imunoexpressão do 

VEGF nos animais submetidos à OHB no 45º dia do pós-operatório. É importante 

lembrar que a OHB foi administrada durante os 10 primeiros dias do pós-

operatório e que o subgrupo B45 ficou sem o referido procedimento por 35 dias41.  

A IHQ revelou-se adequada para avaliar a proliferação celular e vascular 

no polo inferior do baço de ratos, especialmente com a utilização de critérios 

objetivos com auxílio de software para quantificar o número de núcleos marcados 

para PCNA e Ki-67 e citoplasmática para VEGF.  

Os resultados encontrados podem contribuir para avançar no entendimento 

das propriedades biológicas da OHB e podem ser úteis nas decisões clínicas 

quanto ao uso dessa terapia em pacientes submetidos à cirurgia conservadora do 

baço. A OHB foi empregada como terapia adjuvante e eficaz nas cicatrizações de 

feridas, no combate a infecções graves, na proliferação de tecidos e na 

neovascularização75. No entanto, mais estudos são necessários para aumentar o 

conhecimento sobre o mecanismo molecular no tecido esplênico após ESTPI e 

OHB. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

a) A oxigenação hiperbárica após esplenectomia subtotal aumentou a 

proliferação celular expressa por Ki-67 e PCNA e não aumentou a 

proliferação vascular expressa por VEGF no polo inferior do baço. 

b) Nos animais submetidos à oxigenação hiperbárica, houve relação entre o 

tamanho do polo inferior do baço e a quantidade de células positivas para 

PCNA e VEGF, mas essa relação não foi encontrada para o Ki-67. 
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9 ANEXOS E APÊNDICE 

 

ANEXO A – Parecer ético EMESCAM 
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ANEXO B – Parecer ético UFMG 

 

 

 

 



 62 

ANEXO C – Ata da Defesa 
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ANEXO D – Folha de Aprovação 
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