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RESUMO

O baco é um érgao de grande importancia, sobretudo no mecanismo de defesa do
organismo, e a sua auséncia poderda culminar com sepse fulminante. A
esplenectomia total, portanto, deve ser evitada e pesquisas devem ser realizadas
para aumentar as op¢fes na manutencéo de tecido esplénico. Objetivo: Verificar
se existe diferenca entre a funcdo fagocitaria do polo esplénico inferior
remanescente de esplenectomia subtotal e os implantes esplénicos autdgenos.
Método: Foram utilizados 36 ratos Wistar, machos, peso 364 + 60 gramas,
submetidos a esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior e a
implante esplénico autbgeno no omento maior. Esses animais foram distribuidos
em sete grupos de acordo com a época da eutanasia: G1- eutandsia com um dia
pos-operatorio(PO) (n=5), G7 - com sete dias PO (n=6), G30 - com 30 dias PO
(n=5), G60 - com 60 dias PO (n=5), G90 - com 90 dias PO (n=5), G120 - com
120 dias PO (n=5), G150 - com 150 dias PO (n=5). Na época da eutanasia foram
pesados o0s implantes esplénicos autdégenos e o polo inferior. A viabilidade foi
avaliada microscopicamente. A funcdo fagocitaria foi avaliada por meio da
captacdo esplénica de coloide marcado com radioisétopo e de contagem de
macrofagos pelo programa de software Cellprofiler. Resultados: A viabilidade do
implante esplénico autdégeno e do polo inferior do baco foi encontrada em 33
(94,3%) animais, sem diferenca entre eles. O peso dos implantes foi maior que o
do polo inferior nos animais dos grupos G1, G7, G30, G60 e G120. A funcéo
fagocitaria dos implantes pela captacdo do radioisétopo foi maior que a do polo
inferior nos grupos G7 e G120 e nao diferiu nos demais grupos. O numero de
macrofagos foi maior no G1, G60, G90 e G120 e néo diferiu nos demais grupos.
Conclusédo: Até a 162 semana a funcdo fagocitaria foi mais acentuada nos
implantes esplénicos autégenos em comparacdo com o polo esplénico inferior,

mas se tornou semelhante apos esse periodo.

Palavras-chave: Baco. Polo inferior. Autoimplantes esplénicos. Funcao
fagocitaria. Macrofago.



ABSTRACT

The spleen is an organ of great importance, especially in the defense mechanism
of the body, and its absence may lead to fulminant sepsis. Total splenectomy
therefore should be avoided and research should be conducted to increase the
options in the maintenance of splenic tissue. Objective: Verify if there is
difference between the phagocytic function of the lower splenic pole remaining of
subtotal splenectomy and autogenous splenic implants. Methods: 36 male
Wistar rats , weight 364 + 60 g , underwent subtotal splenectomy preserving the
lower pole and autogenous splenic implant into the greater omentum . These
animals were divided into seven groups according to the time of euthanasia :
euthanasia with a G1 - day postoperative period ( n = 5 ) , G7 - seven days
postoperatively ( n = 6 ) , G30 - 30 days PO ( n =5 ), G60 - 60 days
postoperatively (n =5), G90 - with 90 days postoperatively (n=5), G120 - 120
days postoperatively (n =5), G150 - 150 postoperative days (n=5) . Atthe
time of euthanasia the autogenous splenic implants and the lower pole were
weighed. The feasibility was assessed macroscopically. The phagocytic function
was assessed by splenic uptake of radioisotope -labeled colloid and macrophages
counted by the Cellprofile software program. Results: The viability of the
autogenous splenic implants and inferior pole of the spleen was found in 33 ( 94.3
% ) animals , with no difference between them . The weight of the implants was
higher than the lower pole in animals in groups G1 , G7 , G30, G60 and G120 .
The phagocytic function of the implants by radioisotope uptake was higher than the
lower pole in G7 and G120 groups and did not differ in the other groups . The
number of macrophages was higher in G1 , G60 , G90 and G120 and did not differ
in the other groups . Conclusion : Until the 16th week the phagocytic activity was
more pronounced in autogenous splenic implants compared with the lower splenic

pole, but became similar thereafter.

Key words: Spleen. Lower pole. Splenic autoimplants. Phagocytic function.

Macrophage.



15

1 INTRODUCAO

Durante muitos anos considerou-se que 0 bagco era um 6rgdo sem
importancia e que a sua retirada nao causaria repercussées maiores. Em
decorréncia disso, a esplenectomia total era realizada independentemente da
gravidade do trauma ou da doenca'. A ideia de que a retirada do baco era isenta
de complicacBes passou a ser contestada quando se verificou que esse 6rgao era
indispensavel ao desempenho de varios mecanismos de defesa do organismo.
Em 1952, constatou-se sepse fulminante em cinco criangcas submetidas a
esplenectomia total por esferocitose.”> A partir desse trabalho, o risco de infeccéo
pés-esplenectomia tem sido considerado tanto em criancas quanto em adultos. A
possibilidade de evento favoravel de sepse fulminante apos esplenectomia total é
de 4% e mortalidade de 1,5%, principalmente nos dois primeiros anos apos a
operacdo.>* Esse fato foi constatado, também, em animais de experimentac&o.>®

O baco atua como filtro imunitario capaz de limpar, a cada minuto,
aproximadamente 4% do volume sanguineo corporal. Ele interfere no
metabolismo lipidico, o que foi detectado em seres humanos’ e em animais de

810 uma vez que a sua auséncia pode associar-se a aterosclerose. O

laboratério
baco atua na producdo de linfécitos e mondcitos, na fagocitose de particulas
estranhas, bactérias, virus e leucdcitos, além de processar fatores séricos, como
as opsoninas, que tém a funcdo de estimular a fagocitose.'**? Percebe-se,
portanto, a importancia do baco, principalmente em casos de agressdo aguda,
como nas infecgoes.

Apbs esplenectomia total, as principais modificacdes na resposta imune do
hospedeiro sdo a diminuicdo da atividade fagocitaria com menos depuracéo
sanguinea de particulas,’®> aumento do numero dos leucécitos no sangue
periférico,** reducdo da IgM sérica,’®> menor atividade da via alternativa do
complemento,*® e diminuicdo da formacado de substancias ligadas a ativagéo dos
macréfagos, como a tuftsina e properdina.®

Para reduzirem-se as complicacdes, a esplenectomia total tem sido
progressivamente substituida por procedimentos que preservam o0 tecido

esplénico. Atribui-se a HipoOcrates a primeira tentativa de tratar um baco gigante,
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com a colocacao de fungos sobre o abdome. Todavia, quando se menciona
tratamento conservador desse Orgdo, na maioria das vezes significa o
acompanhamento sem operacdo de um traumatismo esplénico. Essa conduta
constitui-se em acentuado avanco terapéutico das lesbes esplénicas em abdome
fechado.'” A opcéo pelo tratamento ndo operatério do trauma esplénico, no
entanto, depende do grau da leséo e, principalmente, do equilibrio hemodinamico
do paciente. Inicialmente, esse tipo de tratamento restringiu-se as criancas, sendo
pioneira a experiéncia de Upadhyaya e Simpson,*® de Toronto, em 1968. O alto
indice de sucesso desse tratamento em criancas incentivou a indicacdo também
para adultos.*®

Entre as opcdes do tratamento cirdrgico sem esplenectomia total, a
esplenorrafia é a mais empregada. De acordo com Petroianu,?® essa técnica foi
proposta por Zikoff em 1895, sendo divulgada por Dretzka?* em 1930. A partir dal,
as lesdes esplénicas que ndo comprometiam a viabilidade do ba¢o passaram a
ser suturadas. **%° Outras opcdes sdo as oclusdes vasculares, tais como
clipagem, ligadura e embolizacéo da artéria esplénica.>*?’ Esses procedimentos
contribuem para estancar o sangramento do baco no trauma de qualquer
natureza, além de reduzir a pressdo do sistema porta em torno de 25% nos
pacientes com hipertenséo porta. 22

Outras opcdes para preservacdo do tecido esplénico sdo as
esplenectomias parciais, referidas inicialmente pelos antigos gregos que
consideravam o baco como obstaculo ao desempenho dos maratonistas. A
primeira operagdo bem-sucedida de que se tem noticia foi realizada em 1549 por
Zaccarelli. Em 1590, Viard teria realizado, com sucesso, a resseccao de parte de
um baco exteriorizado através de uma ferida no lado esquerdo do abdome.?® Em
1910, William Mayo*® relatou trés casos de esplenectomias parciais para tratar
lesdo traumatica, abscesso esplénico e tor¢cdo do pediculo esplénico. Os trés
pacientes evoluiram satisfatoriamente e esse autor preconizou que o bacgo deveria
ser preservado quando possivel, pois ele deveria ter fungbes importantes. Em
1959, Campos Christo! publicou artigo relevante sobre as resseccées parciais do
baco, sem a ligadura dos vasos do pediculo desse 6rgao. Esse autor se baseou
nos estudos de Zapald® e Neder®® relativos & anatomia segmentar do baco.
Depois desses trabalhos, as resseccOes parciais do bago receberam grande

impulso e suas indicagbes vém sendo ampliadas.
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Em 1983, Petroianu®* realizou a esplenectomia subtotal com preservacédo
do polo superior do bago, mantendo-se a irrigacdo sanguinea exclusivamente
pelos vasos esplenogastricos, uma vez que 0s vasos do pediculo esplénico séo
ligados. Essa operacdo tem sido realizada desde 1984, cuja vantagem é a
preservacdo de parte funcional do baco quando for necessério ligar ou remover o
pediculo esplénico. Os vasos polares inferiores e o hilo esplénico sdo lagueados
e seccionados, enquanto 0s vasos esplenogastricos mantém a vitalidade do polo
superior.3>42

O baco exerce importantes funcées, muitas e ainda desconhecidas, porém,
a mais importante é a protecdo do organismo contra infecgcbes. O melhor
conhecimento do baco e de suas funcdes tem influenciado o emprego de
condutas menos invasivas, com o intuito de preservar o tecido esplénico.***A
esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior e os implantes
esplénicos autdgenos sdo boas opcdes para esse proposito. A ideia de implantar
segmentos de baco em diferentes locais do abdome ndo € nova. Seus
fundamentos estdo na esplenose, que é a implantacdo natural de tecido esplénico
apos traumatismo. O termo esplenose foi introduzido na literatura por Buchbinder
e Lipkoff (1939).%>%® Em 1978, Pearson et al, *’ detectaram funcédo esplénica em
criancas com esplenose apés esplenectomia por trauma. Mediante avaliacdo por
cintilografia, esses autores constataram que havia tecido esplénico residual
regenerado em 26% a 64% dos pacientes e, nesses casos, hao foram
encontrados corpusculos de Howell-Jolly ou hemacias senescentes no sangue
periférico, como usualmente ocorre em condicdes de asplenia.

Existem situacbes nas quais ndo se consegue preservar o baco e a
esplenectomia total se torna inevitavel. Nessas circunstancias, o implante
esplénico autdégeno é capaz de manter, pelo menos em parte, as funcdes
esplénicas e com risco minimo de complicagdes. Segundo Holdsworth, em 1883,
Griffini e Tizzoni realizaram os primeiros implantes esplénicos em cdes. Em 1896,
Albrech iniciou essa operagdo em pacientes com traumatismo esplénico, seguido
por Schilling em 1907. De acordo com Alves et al.*® Stubenrauch verificou, em
1912, a viabilidade dos implantes em cées apods trés meses da implantagdo. Em
1950, Williams*® observou que os implantes esplénicos autdgenos apresentavam
a capacidade de fagocitar. No Brasil, no mesmo ano, Sampaio® descreveu

nodulos vermelhos escuros, de consisténcia mole, espalhados pelo mesentério,
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.ceco, ileo terminal e peritbnio durante apendicectomia em paciente
esplenectomizado ha 10 anos, cuja microscopia diagnosticou tecido esplénico.

Os implantes esplénicos autdgenos foram testados em varios locais, mas o
omento maior € considerado o local mais apropriado para o implante dos
fragmentos de baco, ndo apenas por sua extensao e rigueza vascular, mas,
principalmente, por sua drenagem venosa pertencer ao sistema porta.*>>>?

Os dados da literatura sdo controversos no que se refere ao tempo
necessario para que ocorra a regeneracdo anatdbmica do implante esplénico
autégeno em ratos. Esse tempo varia em torno de oito semanas.>>>* Ap6s 16
semanas, o tecido esplénico torna-se viavel, com caracteristicas estruturais,
imunoarquiteturais e cintilograficas semelhante as de um baco normal.>® E
fundamental que o restabelecimento da fuwncdo esplénica ocorra precocemente,
para proporcionar protecdo contra as alteragbes decorrentes da esplenectomia
total. A preocupacdo com a conservacdo da imunidade esplénica transformou o
implante esplénico autdogeno de tecido esplénico de curiosidade experimental em
rotina. °°

Deve ser considerado que, sobretudo no trauma esplénico, o polo superior
do baco pode estar inviavel e a necessidade de outra opcgdo terapéutica.
Preocupados com essa possibilidade, Paulo et al.°’ realizaram esplenectomia
subtotal em cdes com preservacdo do polo inferior do baco, que se manteve
macroscopicamente viavel em 86,6% dos casos, mesmo com a ligadura dos
vasos esplénicos principais.  °"

Na literatura ndo foram encontrados estudos sobre a funcdo fagocitaria do
polo inferior remanescente da esplenectomia subtotal, que €& a operacao
conservadora mais recentemente descrita,”’ nem estudos que comparassem esta
técnica com os implantes esplénicos autégenos. Essa lacuna motivou a

realizacdo do presente estudo.
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2 OBJETIVO

Verificar se existe diferenga entre a funcéo fagocitaria do polo inferior
esplénico remanescente de esplenectomia subtotal com os implantes esplénicos

autdgenos.
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3 RELEVANCIA

Essa pesquisa podera mostrar, de acordo com o0s seus resultados, se a
funcd@o esplénica é mantida com a esplenectomia subtotal com preservacdo do
polo inferior e com os implantes esplénicos autégenos em caso de precisdo, como
o trauma esplénico e em algumas afec¢cbes do baco, melhorando assim a

sobrevida para pacientes que, por algum motivo, ficaram sem esse 6rgéo.
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4 METODO

Pesquisa experimental, prospectiva, realizada em ratos no laboratério de
Experimentacdo Animal (LEA) do Centro de Pesquisa da Escola Superior de
Ciéncias da Santa Casa de Misericérdia de Vitéria - ES (EMESCAM). A
manipulacdo dos animais seguiu os “Principios Eticos da Experimentacdo Animal”
descritos pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBCAL/COBEA). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (n°® 205/2012 - CETEA) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), Brasil (APENDICE 1).

4.1 Estudo piloto

Foram utilizados dois animais para treinamento da técnica anestésica e dos
procedimentos cirdrgicos. O estudo-piloto foi bem-sucedido, o que permitiu o inicio

do estudo definitivo.

4.2 Caracteristicas da amostra e cuidados com 0s animais

Foram utilizados 36 ratos machos, jovens, da linhagem Wistar, provenientes
do Biotério de Producdo Animal (BPA) do Centro de Pesquisa da EMESCAM, com
peso médio de 364 + 60 gramas e idade entre dois e trés meses. Os animais
foram alocados em gaiolas apropriadas, devidamente identificados e mantidos em
gabinetes Biotério STD 5 (Grupo Vidy - S&o Paulo, Brasil) em condi¢gbes
adequadas a espécie em estudo. Receberam racdo apropriada (Nuvilab CR-1

autoclavavel - Nuvital®) e 4gua ad libitum em todas as fases do experimento.
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4.3 Constituicao dos grupos de animais

Os animais foram distribuidos em sete grupos de cinco ratos cada, com
excecdo do G7 que foi constituido por seis animais, de acordo com o numero de

dias de acompanhamento pds-operatério:

a) Grupo 1 (G1) - avaliacdo no primeiro dia pos-operatorio;
b) Grupo 7 (G7) — avaliacdo no sétimo dia pds-operatorio;

c) Grupo 30 (G30) — avaliacdo no 30° dia pdés-operatério;

d) Grupo 60 (G60) — avaliacdo no 60° dia pds-operatério;

e) Grupo 90 (G90) - avaliacdo no 90° dia pds-operatorio;

f) Grupo 120 (G120) - avaliagédo no 120° dia pés-operatdrio;
g) Grupo 150 (G150) - avaliacdo no 150° dia pos-operatdrio.

Cada animal foi submetido a esplenectomia subtotal com preservacao do
polo inferior e implantes do tecido esplénico das por¢cBes superior e média do

baco (autdégenos) pela pesquisadora e no mesmo tempo operatorio.

4.4 Procedimento anestésico e cirargico

Os animais foram pesados (balanca eletrénica Filizola ® modelo MF-6 —
sensibilidade de 1 g) e anestesiados com cloridrato de cetamina (Vetaset ®, Fort
Dodge — lowa, USA) na dose de 50 mg/kg de peso do animal, associado a
cloridrato de xilazina (Kensol ®, Konig — Avellaneda, Argentina) na dose de 5
mg/kg de peso aplicados via intraperitonial. Em seguida, os ratos foram
imobilizados em mesa cirargica sendo realizada tricotomia da parede abdominal e
toracica e antissepsia com solucdo alcodlica de polivinilpirrolidona-iodo a 10%.

Os animais foram submetidos aos seguintes procedimentos:

a) Colocacao dos campos operatorios

b) incisdo mediana da pele e tela subcutanea com aproximadamente 2,5 cm
de comprimento, que se iniciou 0,5 cm abaixo do processo xifoide;

c) abertura da linha alba e peritonio;

d) exploracédo da cavidade abdominal,



e) mobilizacdo do baco para fora da cavidade abdominal (FIG. 1);
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FIGURA 1 - Estbmago e baco fora da cavidade abdominal
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e) ligadura e seccdo dos vasos que irrigavam a porcdo superior e médio do

baco, junto a sua borda, com mononailon 5,0 (Shalon®), Shalon Fios

Cirargicos Ltda. - Goias, Brasil);

f) seccdo do bago abaixo dos vasos ligados. O polo inferior foi mantido

irrigado por vasos do ligamento gastroesplénico, sem sutura ou colocagao

de omento na borda cruenta, de acordo com a técnica descrita por Paulo et

al. (1999) (FIG. 2).

Os segmentos esplénicos extirpados foram utilizados para realizar os

implantes esplénicos autdogenos de acordo com a seguinte técnica:

a) As porcdes superior e média do baco foram fatiadas em cinco segmentos

medindo 6 mm cada um (FIG. 2);
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FIGURA 2 - Segmento do baco dividido em cinco fragmentos

b) o primeiro segmento superior foi enviado para estudo histolégico (controle);

C) 0s quatro outros segmentos foram suturados ao omento maior com fio de
mononailon 5.0 (FIG. 4);
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FIGURA 3 - Implantes esplénicos autdgenos suturados

ao omento maior

e) laparorrafia por meio de chuleio simples do peritbnio e o plano
musculoaponeurético em conjunto e da pele empregando-se mononailon
5.0 (Shalon®, Shalon Fios Cirdrgicos Ltda.).

Ao final da operagéo foram administrados 5 ml de solugdo salina 0,9% via
subcutédnea a cada 24 horas por dois dias, com a finalidade de hidratar os

animais.
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4.5 PGs-operatorio

Apos os procedimentos cirargicos, ainda anestesiados os animais foram
devolvidos as suas gaiolas de origem. Receberam paracetamol (Tylenol®,
Janssen-Cilag - Sao Paulo, Brasil) dissolvido na agua do bebedouro (72 horas) na
dose de 200 mg/kg/peso, dieta livre e 4gua a vontade. A evolucdo dos animais foi

registrada em todo o periodo do pos-operatorio.

4.6 Pesquisa da funcao fagocitaria dos remanescentes esplénicos

As funcbes fagocitarias do polo inferior remanescente e do implante
esplénico autégeno foram verificadas por meio da captacdo esplénica de fitato de
sbédio e pela contagem de macréfagos, realizadas apés os animais terem sido

mortos.

4.6.1 Preparacdao das soluc¢des que foram administradas nos ratos

Seguiram-se 0s passos:

a) Obtencao do carbono coloidal a partir da tinta nanquim, marca Pelikan, que é
constituida por fuligem misturada com goma arabica e perfume;

b) colocacéo dessa tinta em um frasco de Becker e posteriormente em estufa a
100°C para secagem, até a completa evaporacdo da agua e até a tinta se
tornar uma pasta, o que durou aproximadamente seis horas;

c) diluicdo da pasta remanescente na proporcao de 50 g/100 mL de agua;

d) o fitato de sédio (produto radioativo) cuja preparagdo foi realizada no
laboratério da clinica de Medicina Nuclear Dr. Alfredo Silverman,
permaneceu armazenado dentro da blindagem de chumbo até ser injetado

nos animais.



4.6.2

b)
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Preparacdo dos animais para a administracédo das solugdes

A preparacao dos animais obedeceu aos seguintes itens:

Imobilizacdo dos animais na mesa cirirgica apds antissepsia com solucéo
alcodlica de polivinilpirrolidona iodo & 10% e colocacdo dos campos
operatorios;

anestesia com cloridrato de cetamina na dose de 50 mg/kg/peso do animal
associado a cloridrato de xilazina na dose de 5 mg/kg de peso aplicados via
intraperitoneal;

incisdo cervical obliqgua a direita com dissec¢do e cateterismo da veia
jugular direita para injecdo das solucdes dos coloides;

inicialmente, com o auxilio de seringa de 1 mL, foi injetada a solucéo de
carbono coloidal na quantidade de 1 mL/kg de peso (para a contagem dos
macrofagos);

ap6s duas horas, realizou-se a injecdo de solucdo de fitato de sodio
marcada com 110/MBg/(3mCi) de 99m-tecnécio (99mTc) (para captacdo
esplénica).

FIGURA 4 -Cateter introduzido na veia jugular direita do rato para

injecdo das solugdes de carbono coloidal e fitato de sédio
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4.7 Eutanéasia dos animais e coleta do polo inferior do baco e dos implantes
de tecidos esplénicos

ApoOs o periodo de uma hora da injecdo da solucao de fitato de sédio em
cada animal, injetou-se pentobarbital (hipnol a 3%) intraperitoneal na dose de 120
m/kg/peso. Quando constatada auséncia de respostas aos estimulos, foi injetado
cloreto de potassio a 10% na dose de 0,5 mL intracardiaco. Em seguida, foi
realizada relaparotomia na mesma incisdo e retirados o polo inferior e os
implantes esplénicos autdégenos para avaliagdo da funcao fagocitaria por meio da
captacdo esplénica e contagem de macrofagos. Essas estruturas foram
fotografadas e pesadas (FIG. 5 e 6).

-

FIGURA 5 - Remanescente esplénico (polo inferior) no grupo 150 dias
de pos-operatoério
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FIGURA 6 - Polo inferior esplénico e implantes esplénicos

autégenos do G1 (01 dia)

4.8 Analise da captacédo de radioisétopos pelos tecidos esplénicos

A captacado dos implantes esplénicos autdégenos e do polo inferior foi obtida
por contador de dose (curibmetro/becquerimetro) modelo CRC 7 (Radioisotope
Calibrater marca Carpintec). O calculo de captacédo foi realizado por meio da
contagem da atividade radioisotopica na leitura das amostras. A captacdo dos
implantes esplénicos autdgenos de cada animal foi feita dos quatro fragmentos
juntos. A captacdo do polo inferior foi feita isoladamente. Ap6s a contagem da
captacdo de cada animal separadamente, foi comparada a funcdo fagocitéria

entre os implantes esplénicos autdégenos e o polo inferior do mesmo animal.
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4.9 Exame histolégico e contagem de macroéfago

Empregou-se microscopio 6ptico marca Olympus - sistema de captura de
imagens AxionVision 4.8 (Zeiss). Os tecidos esplénicos foram processados para
exame histolégico na sequéncia: inclusado dos fragmentos esplénicos em parafina;
realizacdo de cortes em micrétomo rotativo com 3 pm de espessura, que foram
processados e fixados em lamina de microscopio; coloracdo das laminas com
hematoxilina e eosina para estudo morfologico e verde-luz para contagem dos

macréfagos que continham os pigmentos de carbono coloidal.

Apos selecionados e fotografados 10 campos microscopicos de cada
lamina de cada animal com aumento de 400 vezes, as imagens foram
processadas e analisadas pelo programa de software denominado Cellprofiler,
pelo qual foi identificado o numero de macréfagos. O resultado final da contagem
dessas células de cada lamina foi dado pela média da contagem entre as 10

imagens analisadas.
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O processo pelo qual a imagem passa até chegar ao produto final é dado

pela seguinte sequéncia:

- Original image - é a imagem original obtida de uma fotomicrografia tirada de
uma lamina de histologia esplénica de um rato do grupo 1 (uma das 10 imagens
tiradas dos 10 campos microscopicos). Todas as outras imagens foram

processadas da mesma maneira (GRAF. 1a).

- Grayscale image - a mesma imagem transformada em escala de cores no cinza

(mudanca apenas do fundo da imagem) (GRAF. 1b).



GRAFICO 1 - a) Original image; b) Grayscale image
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- Image math - é a grayscale image com inversao de cores (inversdo da imagem
anterior). Os elementos que antes eram identificaveis na cor preta tornaram-se

agora identificaveis na cor branca (GRAF. 2a; 2b).

GRAFICO 2 - a) Grayscale image; b) Image math
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- Final Image - apds a image math, a imagem é transformada em escala de cores
no verde e rosa, em que 0s elementos na cor verde sdo aqueles desejaveis
(GRAF. 3a). A imagem final é vista pelos elementos identificados em colorido,
tendo sido contabilizados somente aqueles de interesse na pesquisa proposta, ou
seja, os macréfagos (GRAF. 3b). De acordo com o GRAF. 3d foram identificados
76 elementos (GRAF. 3c).

GRAFICO 3 — a) Image math; b) Nuclei outlines; ¢) Final image; d) 3d

Final

2000 2500

Grafico 3d
Threshold
# of identified objects 76
10th pctile diameter 40.4 pixels
O0th pctile diameter 56.6 pixels
Area covered by objects 28%
Smoothing filter size 26.9
Maxima suppression size | 28.0

d
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4.10 Estatistica

A avaliacdo estatistica iniciou-se pela analise descritiva dos dados, para
descrever ou sumarizar os dados do estudo.

A comparacdo entre os pesos dos implantes esplénicos autégenos e polos
inferiores, a captacdo do radiois6topo tecnésio e contagem do numero de
macrofagos nos diferentes periodos pré e pds-operatoérios foi realizada pelo teste
de Mann-Whitney.?

Esse teste foi utilizado em dois momentos. No primeiro, foram realizados
com todos 0s grupos em conjunto com o intuito de verificar a existéncia de
diferencas entre as populacdes sem levar em conta o periodo. No segundo
momento, os testes foram refeitos com os grupos separados, porém levando-se
em conta os periodos utilizados na pesquisa.

Em todos os testes foi utilizado o nivel alfa de 5% de significancia. Assim, foi
considerado significante o valor de p<0,05. O programa estatistico para realizacéo
das andlises foi o International Business Machines (IBM) Statistical Package for

Social Sciences (SPSS) Statistics version 19.
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5 RESULTADOS

5.1 Comparacdo da viabilidade e do peso entre os implantes esplénicos

autogenos e polos inferiores do bago

A realizacdo da esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior
do baco, associado ao implante esplénico autégeno foi exequivel em todos os 36
animais, sem complicagfes. Ocorreu um 0Obito no pos-operatério de um animal do
G60 logo apés a injecdo do carbono coloidal. O polo inferior do bago e os
implantes esplénicos autdégenos ndo foram encontrados durante a segunda
laparotomia em um animal do G90 e outro do G30. Dessa forma, em 33 (94,3%)

animais, essas estruturas encontravam-se viaveis.

A mediana do peso dos implantes esplénicos autdgenos foi maior que a
mediana do peso dos polos inferiores na época da retirada desses remanescentes

na analise dos grupos em conjunto (p=0,003) .
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Na analise de cada grupo, observa-se que o peso dos implantes esplénicos
autogenos foi maior que o dos polos inferiores nos grupos G1, G7, G30, G60 e
G120 (p<0,05). Porém, ndo houve diferenca nos grupos G90 e G150 (p>0,05)
(TAB. 1).

TABELA 1 - Peso dos implantes esplénicos autégenos e dos polos inferiores

esplénicos com os grupos separados (mg)

Peso dos implantes Pesos dos polos
N esplénicos autdégenos inferiores valor
Mediana Mediana p*
Gl 5 534,0 218 0,009
G7 6 828,0 199 0,009
G30 4 263,0 52 0,009
G60 4 321,5 135 0,029
G90 4 308,5 117,5 0,083
G120 5 355,0 101 0,020
G150 5 292,0 357 0,340

(*) Teste de Mann-Whitney.
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5.2 Captacédo do radioisotopo

Na analise dos grupos em conjunto, a captacdo do radioisétopo pelos
implantes esplénicos autdégenos nao diferiu da captacado dos polos inferiores do
baco ( p=0,350).

Na andlise em separado, observa-se que a captacdo dos radiois6topos
pelos implantes esplénicos autdgenos foi maior que a captacdo dos radioisotopos
pelos polos inferiores do baco nos grupos G7 e G120 (p<0,05). Nos demais

grupos nao houve diferenga na captagéo (p>0,05) (TAB. 2).



39

TABELA 2 - Captacdo do radiois6topo pelos implantes esplénicos autdgenos e
polos inferiores esplénicos com os grupos separados (em mCi)

Captacéo dos 3
. . Captacéo dos polos
implantes esplénicos

N ) inferiores Valor
autégenos
p*
Mediana Mediana
G1 5 0,40 13,40 0,090
G7 6 5,18 0,68 0,026
G30 4 15,10 1,68 0,080
G60 4 26,05 6,72 0,080
G90 4 15,25 6,16 0,240
G120 5 11,40 6,50 0,010
G150 5 21,00 34,0 0,170

(*) Teste de Mann-Whitney.

5.3 Contagem do numero de macréfagos

Na analise dos grupos em conjunto verificou-se que a contagem de
macréfagos foi maior nos implantes esplénicos autégenos que no polo inferior do
baco (p < 0,05).
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Na analise por grupo individual observou-se que a contagem do namero de
macrofagos foi maior nos implantes esplénicos autégenos que no polo inferior do
baco nos grupos G1, G60, G90 e G120 (p < 0,05). Nos demais grupos a diferenca
nao foi significante (p>0,05) (TAB.3).

TABELA 3 - Niumero de macréfagos dos implantes esplénicos autégenos e dos

polos inferiores esplénicos com os grupos separados (unidade)

N° de macrofagos ]
N° de macréfagos

Implantes esplénicos o Valor
N . polos inferiores
autogenos p*

Mediana Mediana
G1 5 803,80 6,70 0,0009
G7 6 74,65 37,60 0,3367
G30 4 29,95 13,05 0,2482
G60 4 122,35 36,10 0,0209
G0 4 186,00 26,25 0,0209
G120 5 111,70 9,90 0,0090
G150 5 130,50 35,20 0,070

(*) Teste de Mann-Whitney.



5.4 Analise morfolégica

A analise morfolégica mostrou pequenos focos de necrose, polpas
branca e vermelha mantidas e arquitetura preservada (FIG. 7).

FIGURA 7 - Estudo microscépico de cortes de implante esplénico

autdgeno de rato do G1

A

Aumento de 10x. Coloragdo HE. Presenca de &reas de necrose (seta branca) e
areas de morfologia normais (seta azul). Capsula esplénica preservada (seta rosa).
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Os animais dos grupos G7 e G30 apresentaram praticamente as mesmas
caracteristicas. Podem-se observar focos de necrose com intensa fibrose e

neoformacéo vascular (FIG. 8).

FIGURA 8 - Estudo microscopico de implante esplénico

autogeno de animal do grupo G7

Aumento de 20x. Coloragdo HE. Fibrose (seta azul), necrose (seta rosa) e
neoformagdo vascular (seta branca)

Nos grupos G60, G90, G120 e G150, a morfologia microscépica do
implante esplénico autdégeno foi considerada normal, pois estdo presentes tecido
esplénico, com capsula esplénica (seta branca) e foliculos linfoides (seta rosa).
(FIG. 9 e 10).



43

FIGURA 9 - Estudo microscopico de implante esplénico autégeno com

morfologia normal (G60)

Aumento de 10x. Coloracéo HE. Foliculos linfoides (seta rosa) Cépsula esplénica
(seta branca).

FIGURA 10 - Estudo microscépico de implante esplénico autdgeno

regenerado (G 60)
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Aumento de 40x. Coloragdo HE. Pigmentos de hemossiderina (seta amarela)
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho ocorreu um 6bito num animal do G60 logo apds a injecao do
carbono coloidal cuja necropsia ndo definiu a causa da morte. Provavelmente ela
tenha ocorrido pela administracdo do carbono coloidal, o que deve ter causado
embolia, j& que o animal apresentou insuficiéncia respiratéria seguida de 6bito
logo apds a administragdo da substancia radioativa. Nao foram encontrados o
polo inferior do baco e os implantes esplénicos autégenos em um animal do G30 e
outro do G90. Em um desses animais foi encontrada massa medindo cerca de 4
cm, integra, com capsula fibrética contendo restos de material com aspecto
infeccioso no local onde se encontravam os implantes esplénicos autégenos e o
polo inferior. E provavel que essas estruturas tenham sofrido necrose e formado
abscesso. No outro animal ndo foi encontrado a causa provavel da auséncia das
estruturas.

Nesta pesquisa, houve dificuldade moderada para retirada do polo inferior
e dos implantes esplénicos autégenos. Em algumas circunstancias foi dificil
encontra-los, provavelmente devido a reducdo do tamanho (dependendo do
tempo pos-operatério) e com aderéncias firmes, envolvendo varias visceras
abdominais. Na maioria das vezes, principalmente nos grupos mais tardios, essa
dificuldade foi superada.

No fragmento retirado do baco que serviu como controle ndo foram
encontradas anormalidades. Em todos, a arquitetura histolégica foi considerada
normal.

O G7 contou com um animal a mais por considerarmos o0 grupo de maior
controvérsia em relagdo ao tempo de recuperagdo da fungcdo fagocitaria nos
implantes esplénicos autdégenos e no polo inferior. Os resultados encontrados
neste animal, no entanto, nao diferiu dos demais, apenas confirmou o resultado
obtido nos outros animais.

O peso dos animais aumentou gradativamente no decorrer do experimento,
principalmente nos grupos com o tempo de pés-operatorio mais longo. O ganho

de peso, provavelmente, ocorreu devido ao crescimento dos animais, uma vez
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eram jovens no inicio do experimento, e o suprimento livre de alimentos e agua.
Esse dado sugere que a operagdo ndo causou maleficio a saude dos animais,
sendo portanto, considerado um procedimento com baixo risco de complicagdes.

Os principais coloides utilizados em Medicina Nuclear sdo o enxofre
coloidal e o fitato de sédio na presenca de cloreto estanoso, marcados com 99m
Tc. Optou-se pelo fitato de sodio porque, embora seja mais intensamente captado
pelo figado, possibilita imagens esplénicas de muito boa qualidade, com baixo
custo, facil disponibilidade, além da facilidade na preparacéao.

Os implantes esplénicos autdgenos desempenham papel de grande
importancia em relagdo ao sistema de defesa do organismo. Eles produzem
imunoglobulinas, fatores de crescimento e outras opsoninas, como a tuftisina e a
properdina. Entretanto, o papel que sobressaem no sistema mononuclear
fagocitario € o da producdo de IgM e de linfocitos B. Os valores das
imunoglobulinas e dos fatores de complemento séo reduzidos apds esplenectomia
total. Todavia, ao se realizarem os implantes esplénicos autdgenos, constata-se a
normalizac&o dos niveis séricos de imunoglobulinas e fatores de complemento.

Sabe-se que o tecido esplénico exerce a sua funcdo em varios locais do
organismo em que for implantado. Neste trabalho optou-se por implanta-los no
omento maior, cuja vascularizagdo é abundante e a drenagem venosa se faz para
a veia porta. O sangue esplénico segue diretamente para o figado, assim como
acontece em condi¢cdes normais com a drenagem venosa do baco eutdpico, o
que, de acordo com a literatura, apresenta melhores resultados. Mesmo assim,
na auséncia do omento pode-se optar pelo mesentério ou mesocélon, cujas
drenagens também pertencem ao sistema porta.®*>*

Outro aspecto de grande relevancia para o sucesso dos implantes
esplénicos autdgenos é a quantidade de tecido esplénico necessaria para manter
a funcdo esplénica. Estudos revelaram a necessidade de pelo menos 25% do
tecido esplénico normal para obter-se a funcdo adequada do baco.”*™? No
presente estudo, os implantes continham massa esplénica superior a 30% da
massa esplénica normal de rato.

Apesar da regeneracao iniciar-se algumas horas apds o implante e a
neovascularizagdo poucos dias ap0s o procedimento, parecem ser necessarias

oito a 12 semanas para a sua regeneracdo morfologica e funcional.>*>*
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Neste estudo, a funcéo fagocitaria do implante esplénico autégeno se fez
mais precocemente que no periodo relatado por Petroianu (2003)*. Esse autor
realizou cintilografia e contagem de macrofagos do polo superior do baco e dos
implantes esplénicos autdégenos de ratos e constatou a capacidade dessa
estruturas de remover do organismo as substancias estranhas, bactérias,
pricipalmente as capsuladas e hemécias senescentes. Observou que no inicio do
experimento houve melhor funcdo fagocitaria do polo esplénico superior em
comparacao aos implantes esplénicos autdogenos e, ao final de trés meses, nao
houve diferenca entre esses dois tipos de operagoes.

Nessa pesquisa, o polo inferior apresentou funcdo fagocitaria similar aos
implantes esplénicos autégenos a partir da décima sexta semana. Na primeira
semana de pds-operatorio ndo houve captacdo do radioisétopo pelos implantes
esplénicos autdgenos (a captacdo do radioisétopo com média igual a 0,4 é
considerada insignificante), mas no sétimo dia de p6s-operatoério foram registrados
indicios de funcao fagocitaria do implante esplénico autdgeno caracterizada tanto
pela captacdo do radiois6topo quanto pela presenca de carbono coloidal no
interior de seus macréfagos. A captacdo do radiois6topo nas duas estruturas foi
aumentando gradativamente até a data do ultimo grupo (G150).

Esse fato mostra que a funcao fagocitaria requer um periodo de tempo para
se restabelecer totalmente. E importante lembrar que nesse trabalho a massa de
tecido esplénico dos implantes esplénicos autdgenos foi significativo, maior que a
massa do polo inferior do baco. Isso pode explicar, em parte, a melhor funcao
fagocitaria desses implantes que a do polo inferior, pois a regeneracao da funcao
do baco parece ter relacdo direta com a massa esplénica implantada.®>  Além
disso, os implantes esplénicos autdgenos apos terem sido suturados no omento
foram envolvidos por este, a maneira de um sanduiche. Tal detalhe técnico pode
ter contribuido para facilitar a aderéncia desses fragmentos e, consequentemente,
a sua melhor funcdo. Porém, quando se analisou a fungéo fagocitaria por meio da
captagcdo do radiois6topo dos grupos em conjunto ndo houve diferenca
significativa entre eles.

A andlise da funcéo fagocitaria por meio da contagem dos macrofagos, no
entanto, mostrou que os implantes esplénicos autdégenos apresentaram melhor
desempenho. Na analise da captacdo do radiois6topo nos grupos em separado,

nos grupos G1, G30, G60, G90 e G150 a diferenca entre os implantes esplénicos
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autogenos e o polo inferior ndo ocorreu. Essa diferenca foi observada no G7 e
G120, em que a captacdo pelo implante esplénico autégeno foi significativa. E
importante lembrar que nesses dois grupos o peso dos implantes foi maior que o
peso do polo inferior.

A andlise da funcdo fagocitaria por meio da contagem de macréfagos nos
sete grupos mostrou elevado numero de macréfagos nos implantes esplénicos
autdgenos. Quando se analisaram 0s grupos separados, apurou-se que a
contagem de macroéfagos foi maior nos G1, G60, G90 e G120, nos quais também
houve diferenca significante dos pesos dos implantes esplénicos autégenos em
relacdo ao peso do polo inferior do bago. Talvez esse feito possa justificar o
resultado anteriormente referido. No grupo de 150 dias ndo houve diferenca na
captacdo do radioisétopo assim como no numero de macréfagos entre os
implantes esplénicos autégenos e o polo inferior do bago. Deve ser salientado,
que nesse grupo também ndo houve diferenca entre o peso dos implantes
esplénicos autdégenos e do polo inferior, sendo que o polo inferior parece crescer
com o passar do tempo e, assim, melhorar a sua funcdo. Em outro estudo foi
constatado crescimento do polo inferior.*®

A contagem do numero de macréfagos foi realizada em programa
avancado de software denominado Cellprofiler, lancado em dezembro de 2005
por cientistas do Instituto Whitehead e do Instituto de Tecnologia de
Massachusetts para pesquisa biomédica.®* Esse software é de uso livre e
projetado para que os bidlogos sem formacdo computacional ou de programacao
pudessem medir quantitativamente os fendétipos de milhares de imagens
automaticamente. Ele pode ler e analisar os formatos mais comuns de
microscopia. Os biélogos usam o CellProfiler tipicamente para identificar objetos
(por ex: células, colbnias) e, em seguida, medir suas propriedades. Grande
variedade de medicdes pode ser gerada para cada célula ou compartimento
subcelular identificados, incluindo a morfologia, intensidade e textura, entre
outras. Cada uma dessas etapas € personalizavel pelo utilizador para o seu
ensaio de imagem unica. Este programa foi utilizado nesta pesquisa porque,
além de suas propriedades, produz resultados confiaveis a partir de um
experimento de grande escala em horas, contra meses de inspecdo visual

exaustiva.
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Apés periodo inicial de necrose, o implante esplénico autdgeno € capaz de
regenerar-se. A neovascularizacao origina-se de ramos de artérias circunvizinhas
ao local da implantagcdo, no caso de implante omental, provém das artérias
gastroomentais, com drenagem venosa para a veia porta, a semelhanca do
baco in situ, com orientacdo centripeta em relacdo ao implante, iniciando poucos
dias ap6s esse procedimento.>®

Ressalta-se que os resultados deste trabalho mostraram que os animais do
G1, G7 e G30 apresentaram areas de necrose e nos animais do G60, G90, G120
e G150 o aspecto morfologico dos implantes esplénicos autégenos foi
praticamente normal. Esse fato refor¢ca o conceito de regeneracdo dos implantes
esplénicos autdégenos, o que esta de acordo com os resultados de outro estudo,*
no qual a analise histopatoldégica mostrou arquitetura caracteristica de um baco
normal, havendo regeneracdo morfolégica em todos os animais submetidos ao
implante esplénico autégeno. Desse modo, ndo s6 o polo inferior como também
0os implantes esplénicos autdégenos apresentaram, com o passar do tempo,
crescimento com melhora de suas funcgdes.

Os aspectos técnicos relativos ao implante esplénico autégeno tém sido
divulgados e a maioria dos autores consideram que este procedimento né&o se
associa a grandes complicacdes. ®®® O grau de imunocompeténcia que esse
implante esplénico autégeno pode proporcionar ao hospedeiro, em resposta as
bactérias, tem sido alvo de varias pesquisas.®®® Esse procedimento tem sido
realizado em humanos e os exames laboratoriais e cintilograficos mostraram a
recuperacédo de algumas func¢des do bagco. Em rato, mostrou-se capaz de remover
da circulacéo substancias coloidais e bacterianas.>*®°

O implante esplénico autdgeno, entretanto, ndo tem sido amplamente
realizado no tratamento das lesGes esplénicas traumaticas. Essa conduta deve
ser estimulada e novas pesquisas deverdo ser realizadas com o intuito de
aprimoramento de técnicas menos invasivas para tratamento de afec¢bes do
baco, pois quando se conserva parte desse 6rgdo, a fungéo esplénica é mantida

e as adversidades da asplenia sdo prevenidas.
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7 CONCLUSAO

Nesta pesquisa, pbde-se constatar que até a 162 semana a funcdo
fagocitaria foi mais acentuada nos implantes esplénicos autégenos em
comparacao com o polo esplénico inferior, mas se tornou semelhante apos esse

periodo.
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Titulo do Projeto: Viabilidade e Funcao Fagocitaria do Polo Inferior e de

Implantes Esplénicos Autdgenos em Ratos.

Autora: Andréa Saade Daher Borjalili.

Orientadores: Tarcizo Afonso Nunes, Danilo Nagib Salomé&o Paulo.

Colaboradores: Julior Silverman, Brunella Silva Cerqueira e Caroline Ferraz

Resende.

RATO n°1

Identificacdo: Rato Wistar (macho)
Peso do rato (g):

Data da operacao:

Horario da operacao:

Polo superior

Porcao superior do baco
(retirada)

Porcao superior
implantada

Peso (mg)

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Espessura (mm)

Polo inferior remanescente

Comprimento (mm):

Largura (mm):

Espessura (mm):

Implante esplénico autégeno

Comprimento (mm):

Largura (mm):

Espessura (mm):

Peso (mg):




Polo superior controle

Comprimento (mm):
Largura (mm):

Espessura (mm):

Peso (mg):

Evolucdo pos-operatoria: Obito () Sobrevivéncia ()

Em caso de 6bito, qual foi a causa provavel?
Data da cirurgia do 6bito:
Peso do rato (mg):

Horario da operacao:

Resultados

Polo inferior remanescente

Polo inferior remanescente

Peso (mg)

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Espessura (mm)

Implante esplénico autégeno

implante

Peso (mg)

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Espessura (mm)
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Captacao radioisotopo

Contagem do numero de macrofagos

Polo inferior

Implante
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