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RESUMO

Objetivos: avaliar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica em ratos
submetidos a esplenectomia subtotal quanto aos seguintes aspectos: sobrevida e
peso dos animais, viabilidade e crescimento do polo inferior. Método: 40 ratos
machos Wistar pesando entre 274 e 313 g (média aritmética 294,15 + 10,33 @)
foram submetidos a esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior e
distribuidos em dois grupos: grupo A (n=20) - ratos nao tratados com oxigénio
hiperbérico; grupo B (n=20) - ratos tratados com oxigénio hiperbéarico. Os grupos
A e B foram divididos em dois subgrupos de 10 animais cada, de acordo com a
época de eutanasia: subgrupo 15 dias, subgrupo 45 dias. No inicio do
experimento foram medidos comprimento, largura e espessura do polo inferior do
baco. No final do experimento (15° e 45° dias) o polo inferior foi novamente
medido, pesado e enviado para analise microscopica direcionada para a
celularidade e vascularizagcdo. Resultados: todos os animais sobreviveram.
Houve aumento de peso dos animais de todos os subgrupos do inicio para o final
do experimento. Nos animais dos subgrupos B1l5 e B45, no entanto, foi
constatada a diminuicdo do peso durante o periodo de 10 dias, correspondente ao
tratamento com oxigénio hiperbarico. A viabilidade do polo inferior foi mais
evidente nos animais tratados que nos nao tratados com oxigénio hiperbarico no
15° dia, porém nao diferiu no 45° dia. O comprimento, largura e espessura do polo
inferior ndo se alteraram no 15° dia em nenhum dos grupos. No 45° dia pos-
operatorio, nos animais ndo tratados, houve crescimento do comprimento do polo
inferior (p<0,01); e nos animais tratados ocorreu crescimento da espessura do
referido polo (p<0,05). A andlise histolégica mostrou proliferagdo celular mais
intensa nos grupos A e B do que na porcéo superior controle. O aumento celular e
vascular nos animais tratados com oxigénio hiperbarico foi mais significativo do
gue nos animais nao tratados. Conclusdes: a oxigenoterapia hiperbarica causou
diminuicdo do peso, mas néo interferiu na sobrevida dos animais. Melhorou a
viabilidade do polo inferior do baco, mas nao interferiu no seu crescimento.

Palavras-chave: Esplenectomia/efeitos adversos. Esplenectomia/métodos.
Oxigenacao hiperbarica. Experimentacao animal.



ABSTRACT

Purpose: Assess the effect of the hyperbaric oxygen therapy in rats
submitted to total splenectomy as for the following aspects: survival rate and
weight of the animals, feasibility and growing of the lower pole. Methods: Forty
male Wistar rats, weighing between 274 g e 313g (MA 294,159 + 10,33Q),
underwent total splenectomy preserving the lower pole and divided into two
groups: group A (n=20) — animals not treated with (nt) with hyperbaric oxygen;
group B (n=20) - rats treated with hyperbaric oxygen. Groups A and B were
subdivided into two groups of 10 animals each, according to the time the
euthanasia took place: subgroup 15 days, subgroup 45 days. At the beginning of
the experiment, the length, width and thickness of the lower pole of the spleen
were measured. At the end of the experiment (15th and 45th days) the lower pole
was once again measured, weighed and sent to morphological studies. Result: All
the animals survived. There has been an increase in the weight of the animals of
all subgroups from the beginning to the end of the experiment. However, there has
been a decrease in the weight of the animals from the subgroup Bt15 and Bt45
within the period of ten days corresponding to the treatment with hyperbaric
oxygen . The feasibility of the lower pole was more evident in the treated animals
rather than in the animals not treated with hyperbaric oxygen on the 15™ day,
however it did not differ on the 45" day. The length, width and thickness of the
lower pole remained unchanged on the 15th day in neither of the groups. On the
45"™ day of the postoperative period, there has been a growth in the lower pole
(p<0,01) in the non-treated, and there has been a growth in the thickness of the
mentioned pole (p<0,05) in the treated animals. The histological analysis showed
a more intense cell proliferation in the groups A and B compared to the upper
control-part of the spleen. The vascular and cellular increase in the animals
treated with hyperbaric oxygen therapy was greater than in the non-treated
animals. Conclusion: The hyperbaric oxygen therapy is responsible for the weight
loss, but it does not affect the survival rate of the animals. It improves the
feasibility of the lower pole of the spleen, in spite of not interfering in its growth.

Keys words: Esplenectomy/adverse effects. Esplenectomy/methods. Oxygen
inhalation therapy. Animal experimentation.
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1 INTRODUCAO

O baco, 6rgdo do sistema mononuclear fagocitario®, foi considerado
durante muito tempo nao-essencial a vida e, portanto, acreditava-se que sua
extirpacdo devido a trauma ou outras doencas nao provocaria dano mais sério ao
paciente’®. Em 1952, King e Shumacker Jr. constataram a associacéo entre a
esplenectomia total e a ocorréncia de sepse em criancas®. Desde entdo, 0s riscos
de infeccdo poOs-esplenectomia tém sido reconhecidos em criangcas e adultos,
principalmente nos dois primeiros anos apés a cirurgia’®. As complicacdes
infecciosas ap0s a esplenectomia foram também observadas em animais de

9-12

experimentacdo” . Tém sido também relatadas alteracbes no metabolismo

13-15 16-21

lipidico em seres humanos e em animais de laboratério™ ", que podem
causar aterosclerose®. O baco, provavelmente, apresenta funcdes ainda
desconhecidas. Observada a importancia desse 6rgdo, sua preservacao total ou
parcial passou a ser realizada de forma mais frequente por meio de

22-26

esplenorrafias®, oclusdes vasculares®*?°, esplenectomias parciais®’>°

e dos
autoimplantes esplénicos® 3. Dessas operacdes, a mais recentemente descrita é
a esplenectomia subtotal com preservacdo do polo inferior (ESTPI)*. Nesta
técnica, o suprimento sanguineo € mantido por meio dos vasos do ligamento
gastroesplénico. Essa operacdo foi realizada em cdes®® e em ratos® e a
avaliacdo do polo inferior, no pés-operatorio mediato, mostrou alteracfes da
viabilidade do tecido remanescente, em alguns casos acompanhada de
alteracées da funcao lipidica®*°. No pés-operatoério tardio observou-se hiperplasia
folicular acentuada e aumento da populagéo celular do polo inferior em céaes no
60° dia®. Paulo et al, em 2008, observaram crescimento do desse remanescente
no 80° dia*’. A ESTPI, em modelo diferente ao que foi descrito, mostrou que o
padrao histolégico deste polo torna-se semelhante ao tecido esplénico normal em
45 dias. Nao se sabe, no entanto, se essas alteracdes podem sofrer influéncia de
algum fator. Estudo recente mostrou que no 11° dia de pos-operatorio 0s animais
tratados com oxigénio hiperbarico (OHB) apresentaram melhor fungéo lipidica e

viabilidade do polo inferior do bago em comparacdo com os nao tratados®. No 70°
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dia de pébs-operatério, entretanto, ndo se observou influéncia da OHB na
viabilidade do referido polo®.
Em estudos experimentais verificou-se que a oxigenoterapia hiperbarica

3940 estimula a circulacdo colateral®, atenua os efeitos

tem efeito angiogénico
deletérios sobre o figado e o bago de ratos submetidos a ligadura das veias
hepaticas com aumento da sobrevida®® e melhora o resultado de transplantes
das ilhotas pancreaticas*®. Diante disso, questionou-se se esse recurso
terapéutico poderia de fato interferir na viabilidade e, consequentemente, no
crescimento do polo inferior remanescente da esplenectomia subtotal, no pos-
operatorio. Assim, poder-se-ia recuperar parcial ou totalmente as funcbes do
baco, evitando-se as complicacdes decorrentes da disfuncdo esplénica.

Outro aspecto relevante a ser estudado diz respeito a analise dos efeitos
da OHB na evolucdo e sobrevida dos animais. Em trabalho anterior®, os ratos
submetidos a ESTPI e tratados com oxigénio hiperbarico durante 10 dias
apresentaram significante queda de peso no 11° dia pos-operatorio. Além disso,
esses ratos sobreviveram menos que aqueles nao tratados, porém de forma néo-
significante. Diante dessas questdes, permanece a duavida se a OHB poderia

interferir no peso e na sobrevida dos animais.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o efeito da oxigenoterapia hiperbarica em ratos submetidos a
esplenectomia subtotal quanto aos seguintes aspectos:
e Peso e sobrevida dos animais.

* Viabilidade e crescimento do polo inferior do baco.
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3 RELEVANCIA

7

O proposito da esplenectomia subtotal é preservar tecido esplénico
suficiente para manter as fungbes do baco. E possivel que esse remanescente
cresca com o passar do tempo. Isso pode ser benéfico, pois ird melhorar a funcao
esplénica. A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) apds a esplenectomia subtotal com
preservacdo do polo inferior pode melhorar a viabilidade do polo inferior ou
mesmo acelerar o crescimento, pois ela estimula a angiogénese. Caso issO
ocorra, essa modalidade terapéutica pode ser utilizada visando, além do
crescimento do polo inferior do baco, manter as importantes funcdes desse 6rgao
ou, pelo menos, parte delas. Assim, evitam-se as complicacdes decorrentes da
disfungéo esplénica.
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4 REVISAO DA LITERATURA

4.1 Esplenectomia parcial

William Mayo, em 1910, relatou trés operacdes conservadoras do baco:
uma por traumatismo, outra por tor¢cao do pediculo esplénico com necrose parcial
do baco e a terceira para tratar abscesso de polo esplénico®.

Campos Christo, em 1959, introduziu a esplenectomia parcial na pratica
cirdrgica. Os estudos sobre a segmentacéo vascular do baco e, principalmente,
os trabalhos de Zappala*® e Neder*” deram suporte a Campos Christo para
desenvolver a técnica da esplenectomia parcial regrada. De acordo com esse
cirurgido, seguindo a orientacdo da arquitetura vascular proveniente do pediculo
esplénico, qualquer segmento do baco pode ser extirpado, preservando-se o0
restante do oOrgdo. Depois desse trabalho, a cirurgia conservadora do baco
recebeu expressivo impulso e suas indicagdes vém sendo cada vez mais
ampliadas.

Petroianu, em 1983%°, relatou que apds esplenectomia subtotal o polo
superior do baco permanece viavel, suprido pelos vasos gastroesplénicos. Esse
mesmo fenbmeno foi observado em caes, nos quais 0s vasos esplenogastricos
mantém a drenagem e irrigacdo do polo superior*®*°. Paulo et al.*®* mostraram a
exequibilidade da ESTPI em caes, mesmo com a ligadura dos vasos esplénicos
principais, e esse remanescente manteve-se macroscopicamente viavel em
86,6% dos casos. Estudo sobre a funcédo desse polo no metabolismo lipidico no
periodo inicial descreveu elevacdes dos niveis de colesterol e da fracdo low
density lipoprotein (LDL)*®, porém tardiamente houve normalizacdo dos niveis de
lipidios*®. Essa funcdo, em ratos, ficou inalterada apés 90 dias™. A extirpacdo
parcial do baco foi também realizada por via laparoscoépica por Poulin et al., em
1995°*. A esplenectomia subtotal laparoscépica no céo, com preservacdo do polo
superior suprido pelos vasos esplenogastricos, foi realizada por Berindoague
Neto, em 2002. O remanescente esplénico preservou sua estrutura anatdbmica e

histologica™.
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4.2 Oxigenoterapia hiperbarica

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) € um meétodo terapéutico no qual o
individuo € submetido a inalacdo de oxigénio (O.) puro sob pressdo em camaras
hiperbaricas, habitualmente entre duas e trés atmosferas®>®’. As camaras sdo
ambientes fechados e resistentes a pressdo, capazes de acomodar um individuo
(monopaciente) ou varios (multipaciente). O efeito primario da OHB consiste em
aumentar a pressao parcial de oxigénio (PO;) no plasma.

As bases fisiopatoldgicas do tratamento hiperbéarico foram relatadas pela
primeira vez por Paul Bert, em 1878, enfatizando a intoxicacdo pelo oxigénio sob
pressdo no organismo animal™®. Por sua vez, Haldane, em 1895, a partir de
experimentos com animais, salientou o efeito protetor do oxigénio hiperbarico no
tratamento da intoxicacdo pelo monéxido de carbono®®. Apesar dos achados
sobre a utilizagdo de oxigénio puro em camaras hiperbaricas desde 1662, essa
terapia somente foi aceita no Brasil a partir de 1930 e restringia-se, praticamente,
ao tratamento de casos de doencas relacionadas a descompressao brusca
ocorrida com mergulhadores™®.

Apés o0 estabelecimento de normas de seguranca referentes ao
procedimento, a OHB passou a ser empregada no tratamento de diversas
doencas®. No Brasil, o Conselho Federal de Medicina, mediante a Resolucéo
1.457/95, aprovou as seguintes indicacdes para a oxigenoterapia hiperbarica®-®?:
embolia gasosa; doenga descompressiva; embolia traumética pelo ar;
envenenamento por mondxido de carbono ou inalagdo de fumacga;
envenenamento por cianeto ou derivados cianidricos; gangrena gasosa; sindrome
de Fournier; outras infec¢cdes necrotizantes de partes moles: celulites, fasciites,
miosites; isquemias traumaticas agudas: lesdao por esmagamento, sindrome
compartimental e reimplante de extremidade amputada; vasculites agudas de
etiologia alérgica, medicamentosa ou por toxinas biologicas (aracnideos, ofidios e
insetos); queimaduras térmicas ou elétricas; lesdes refratarias: Ulceras de pele,
pé-diabético, escaras de decubito, Ulceras por vasculites autoimunes e
deiscéncias de sutura; lesdes por radiacdo (radiodermite, osteorradionecrose e
lesBes actinicas de mucosas); retalhos ou enxertos comprometidos ou de risco;
osteomielites; anemia aguda, nos casos de impossibilidade de transfusdo

sanguinea.
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A maioria dos efeitos colaterais e complicagbes oriundos da OHB é
decorrente da variacéo de pressdo e/ou toxicidade do oxigénio®.
A OHB apresenta as seguintes contraindicacdes:

* Absolutas: uso de medicamentos como Doxorrubicin, Dissulfiram e Cis-
Platinum, pneumotérax néo-tratado e gravidez®.

* Relativas: infeccbes das vias aéreas superiores, doenca pulmonar
obstrutiva cronica (DPOC) com retengcdo de CO,, hipertermia, historia de
pneumotdrax espontaneo, cirurgia prévia em ouvido, esferocitose
congénita, infeccao viral — fase aguda. Todas essas merecem avaliacédo

antes da realizacdo da OHB.

Em carater experimental, demonstrou-se que a OHB atua beneficamente
em processos inflamatérios tais como: pancreatite®, colite®®®’, hepatite cronica®
e aterosclerose®. Em modelos de isquemia e reperfusdo de musculos de ratos,
confirmou-se que esse tratamento preserva o0s niveis de creatinafosfato,
adenosina trifosfato (ATP), glicogénio e glicose, além de reduzir o edema da
parede vascular’®. A OHB foi utilizada no tratamento da peritonite produzida por

perfuracdo cecal com diametro entre 3 e 4 mm’*, na peritonite meconial’

e na
peritonite por Zimosan®"3, com bons resultados. Além disso, quando utilizada
antes da isquemia (pré-tratamento), atenua a lesdo de isquemia e reperfusdo do
intestino’, figado” e coracdo’®.

Estudo recente demonstrou que a OHB estimula a regeneracdo hepatica
em 24 a 48 horas ap6s hepatectomia de 70% em ratos’’. Os efeitos da OHB no
tecido hepatico ocorrem sem danos teciduais e protegem a mitocéndria apos 48
horas’’. A OHB em ratos submetidos & ligadura das veias hepaticas atenuou os
efeitos deletérios e precoces sobre o figado e o baco e reduziu a incidéncia de
mortes no pés-operatério®.

Em ratos submetidos a ligadura simultdnea da artéria e veias esplénicas, a
OHB reduziu significantemente a frequéncia de infartos, mas nao alterou o
percentual de massa viavel e acelerou o processo de cicatrizagdo com aumento
da proliferacéio de fibroblastos e da neoformacéo vascular®.

Em ratos submetidos a preservagdo do polo inferior apds esplenectomia
subtotal e ao autoimplante esplénico, a OHB melhorou a funcéo lipidica e a

viabilidade do tecido esplénico no 11° dia pés-operatério®. A OHB, no 70° dia
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pés-operatorio, melhorou a funcdo lipidica e a viabilidade dos animais com
autoimplante. Nos animais submetidos a esplenectomia subtotal, a OHB né&o

alterou a viabilidade do polo inferior nesse periodo®.
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5 METODO

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Experimentagdo Animal
(LEA) do Centro de Pesquisa da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de
Misericordia de Vitoria - ES (Emescam). A manipulacdo dos animais seguiu 0s
“Principios Eticos da Experimentacéo 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° 004/08 - CETEA) da
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, Brasil (ANEXO A).

5.1 Estudo piloto

Nessa fase da pesquisa foram utilizados cinco ratos machos da linhagem
Wistar para treinamento da técnica anestésica, dos procedimentos cirargicos e do
protocolo da oxigenoterapia hiperbarica. O estudo piloto foi bem-sucedido, o que

permitiu o inicio do estudo definitivo.

5.2 Caracteristicas da amostra e cuidados dispensad  0S aos animais

Para a realizacdo da esplenectomia subtotal com preservacdo do polo
inferior (ESTPI), foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar, pesando
entre 274 e 313 g (294,15 £ 10,33g), provenientes do Biotério de Producédo
Animal (BPA) do Centro de Pesquisa da Emescam. Os animais permaneceram
em gaiolas apropriadas e devidamente identificadas e mantidas em gabinetes
Biotério STD 5 (Grupo Vidy - Séao Paulo, Brasil) em condicbes adequadas a
espécie em estudo. Trata-se de gabinetes climatizados com controle de
temperatura (20 a 22°C), ventilacdo e luminosidade (12 horas claro e 12 horas
escuro). Receberam racdo propria para rato (Nuvilab CR-1 autoclavavel -

Nuvital®) e 4gua ad libitum em todas as fases do experimento.
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5.3 Constituicdo dos grupos de animais

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos de acordo

com o tratamento ou ndo com oxigénio hiperbarico. Cada grupo foi dividido em

dois subgrupos de acordo com a época em que foram eutanasiados, conforme

esquema a seguir:

Grupo A (n=20) - animais submetidos a ESTPI, ndo tratados (nt) com
oxigénio hiperbérico.
a) Subgrupo Al1l5 (n=10) - animais ndo tratados com oxigénio
hiperbarico e eutanasiados no 15° dia.
b) Subgrupo A45 (n=10) - animais nao tratados com oxigénio
hiperbérico e eutanasiados no 45° dia.
Grupo B (n=20) - animais submetidos a ESTPI, tratados (t) com oxigénio
hiperbarico.
a) Subgrupo B15 (n=10) - animais tratados com oxigénio hiperbarico e
eutanasiados no 15° dia.
b) Subgrupo B45 (n=10) - animais tratados com oxigénio hiperbarico e

eutanasiados no 45° dia.

A randomizagao foi feita 1:1 da seguinte maneira:

Foram escritos 40 niameros com letras (A15-n=10; A45-n=10; B15-n=10;
B45-n=10) em um pedaco de papel e colocados em um envelope opaco;
um auxiliar de laboratério misturava os papéis, retirava e abria um a um

para identificacdo do subgrupo a que pertencia.

No final desse processo os animais de cada subgrupo foram colocados em

gaiolas devidamente identificadas (quatro animais por gaiola). O cirurgido que

executou o procedimento desconhecia o grupo ao qual o animal pertencia.

Durante todo o experimento utilizou-se ficha de anotacdo para acompanhamento
individual dos animais (APENDICE A).
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5.4 Anestesia e esplenectomia subtotal com preservacéo do polo inferior

Ap6s jejum alimentar de seis horas’®, 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®, Kénig —
Avellaneda, Argentina) na dose de 5 mg/Kg de peso aplicados via intraperitoneal.
Em seguida, os ratos foram imobilizados em mesa cirurgica, realizada a tricotomia
da parede abdominal e torcica e antissepsia da parede abdominal com solugéo
alcodlica de polivinilpirrolidona-iodo a 10%.

O procedimento cirdrgico consistiu em:

* Incisdo longitudinal e mediana da pele e tela subcutanea com
aproximadamente 2,5 cm de comprimento, que se iniciou 0,5 cm abaixo do
processo xifoide;

e abertura da linha alba e periténio;

» exploragao da cavidade abdominal;

* mobilizacdo do baco até a superficie da cavidade abdominal;

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

* seccao do bacgo abaixo dos vasos lagueados. O polo inferior foi mantido
irrigado por vasos do ligamento gastroesplénico de acordo com a técnica
descrita por Paulo et al., 1999 (FIG. 1);

» aarea cruenta do polo inferior do bago né&o foi suturada;

* medicdo do polo inferior do bago na sua parte central, quanto ao
comprimento, largura e espessura, empregando-se paquimetro de plastico
(FIG. 3);

» laparorrafia por meio de sutura continua do peritbnio e o plano musculo-
aponeurdtico em conjunto e da pele empregando-se mononylon 6.0
(Shalon®, Shalon Fios Cirdrgicos LTDA - Goids, Brasil).
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Artéria e Veia
Esplénicas

pancre?®

FIGURA 1 - Esquema mostrando as ligaduras
vasculares rentes ao bago e a secc¢éo esplénica,
com retirada da porcdo superior e manutencao do

polo inferior.

Fonte: cedida pela Dra. Isabel Cristina Andreatta Lemos Paulo.

Ao final da cirurgia foram administrados 5 mL de solug&o salina 0,9% via
subcutédnea a cada 24 horas por dois dias, com a finalidade de reposi¢céo
hidroeletrolitica’.

A porcao superior do baco extirpada foi fixada em formalina tamponada
neutra 10% (potencial de Hidrogénio - pH 7) de 24 a 48 horas e processada em
parafina para analise histoldgica. Esse tecido esplénico serviu de controle —
porcdo superior controle (PSc) para o polo inferior do baco no exame

microscopico.

5.5 Pés-operatorio

Apos os procedimentos cirdrgicos, ainda anestesiados, os animais foram
identificados com marca na orelha e devolvidos a sua gaiola de origem.
Receberam paracetamol (Tylenol®, Janssen-Cilag - S&o Paulo, Brasil) na dose de
200 mg/Kg, via oral, dissolvido na agua do bebedouro (72 horas), dieta livre e
adgua a vontade. Foi anotada a evolugdo dos animais em todo o periodo do pés-

operatorio.
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5.6 Oxigenoterapia hiperbarica

A oxigenoterapia hiperbarica foi realizada somente nos animais do grupo B,
conforme protocolo’®: os animais no interior da camara hiperbarica (FIG. 2) foram
submetidos a compressdo gradual até 2,5 atmosferas, pelo periodo de 15
minutos, sendo mantidos nessa pressao por 90 minutos, seguido de
descompressdo gradual da camara por 15 minutos. Esse procedimento foi
realizado duas vezes por dia durante trés dias e uma vez por dia durante sete

dias.

FIGURA 2 - Camara hiperbarica (CHV- Vitéria Montadora e
distribuidora Ltda- Vitéria-ES) com formato cilindro capsular

construida com ago carbono.

1- Entrada e saida da camara; 2- Véalvula para escape do oxigénio;
3- Termdmetro; 4- Mandmetro; 5- Tubo para entrada de oxigénio
no interior da camara; 6- Visor para observa¢do dos animais no
interior da caAmara; 7- Tampa oclusora da cdmara. A Camara tem
27 cm de largura, 51cm de comprimento e 1,5cm de espessura.

5.7 Eutanasia dos animais e extirpacdo do tecido es  plénico remanescente

No 15° e 45° dias pGs-operatério, os ratos do grupo A e do grupo B foram
pesados (balanca eletrénica Filizola® modelo MF-6 - sensibilidade de 1 g) e
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anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax®, Cristalia - S&o Paulo, Brasil)
intraperitonealmente (50 mg/Kg). Em seguida, procedeu-se a eutanasia mediante
sobredose de tiopental sddico e cloreto de potassio 10% (Farmace - Ceara,
Brasil) intracardiaco (300 mg/Kg). Os animais foram submetidos a laparotomia por
meio de incisao em “U” invertido na parede abdominal. Na exploragdo da
cavidade, verificou-se o aspecto das visceras abdominais, presenca ou ndo de
aderéncias e o aspecto do polo inferior do baco. Esse tecido remanescente

esplénico foi extirpado para exame.

5.8 Medida e pesagem do polo inferior do baco

Antes da sua retirada, o polo inferior foi medido (comprimento, largura,
espessura), na sua parte central, com um paquimetro de plastico (FIG. 3), do
mesmo modo que se fez durante a ESTPI. A seguir, o polo inferior de cada animal
foi extirpado e pesado em uma balanca Adventurer OHAUS® modelo AR 3130
com precisdao de 0,001 g. Esses dados (medida e peso do polo inferior) foram

anotados nas fichas dos respectivos animais.
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E ()
FIGURA 3 - Locais das medidas do comprimento - C (1), largura - L (2) e

espessura - E (3) do polo inferior do baco de ratos, com o auxilio de um

paquimetro de plastico na época da eutanasia.

Observacéao: as medidas do polo inferior foram feitas antes da sua retirada do animal,

conforme descrito no texto.

5.9 Exame macroscopico

O polo inferior do baco de cada animal foi analisado macroscopicamente
guanto a cor, consisténcia e presenca ou nao de necrose. A seguir, foi fotografado
e fixado em solucédo de formalina tamponada neutra 10% (pH 7) de 24 a 48 horas
e processado em parafina para analise morfologica.
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5.10 Exame microscopico

Os fragmentos da porcdo superior (terco superior e médio) e do polo
inferior do baco foram processados em blocos de parafina cortados com 3 um de
espessura e corados com hematoxilina-eosina. A microscopia foi realizada por
dois patologistas em microscopia binocular, que desconheciam o subgrupo a que
pertencia o animal.

Foram analisadas 10 laminas do subgrupo A15, 10 do subgrupo A45, 10 do
subgrupo B15, 10 do subgrupo B45 e 10 laminas com tecido da porcao superior
do baco, por meio de escolha aleatéria (controle). Em cada lamina os
patologistas examinaram 10 campos aleatorios (aumento de 100X) e pesquisaram
0s seguintes parametros: foliculos linfaticos (centros germinativos), quantidade de

linfécitos, quantidade de sinusoides, proliferacéo celular e nimero de vasos.

5.11 Variaveis estudadas e testes estatisticos

* Peso dos ratos, peso, comprimento, largura e espessura do polo inferior do
baco foram avaliados por meio da estatistica descritiva para céalculo da
média aritmética e desvio-padrao;

e comparacdo do peso dos animais do pré-operatorio com o do pos-
operatorio (10°, 15° e 45° dia) nos grupos A e B foi feita utilizando-se o
teste “t” de Student para amostras relacionadas. Esse teste foi também
utilizado para comparar o comprimento, a largura e a espessura do polo
inferior dos animais dos grupos tratados e nao-tratados com oxigénio
hiperbarico, do inicio para o final do experimento;

e comparacao entre o peso do polo inferior dos animais tratados com 0s néo
tratados foi feita utilizando-se o teste “t” de Student para amostras
independentes;

» comparacao da frequéncia de viabilidade do polo inferior entre os animais
tratados com os animais nao tratados foi realizada pelo teste exato de

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

significantes quando iguais ou inferiores a 5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Exame da cavidade abdominal

As visceras abdominais ndo apresentaram alteracbes em relacdo a
primeira cirurgia (transoperatorio). Foram constatadas apenas aderéncias do polo
inferior do baco as estruturas vizinhas (estbmago, omento maior), em todos o0s

animais tratados ou ndo com oxigénio hiperbarico.

6.2 Sobrevida dos animais no pés-operatorio

N&o houve 6bito em ambos os grupos. No entanto, um dos animais do
subgrupo B15 foi excluido do trabalho por apresentar sinais de desidratacéo
(pelos ericados, adinamia e frequéncia respiratéria alta) na terceira sessao de
oxigenoterapia hiperbarica. Alguns animais tratados com oxigénio hiperbarico

apresentaram cromodacriorreia, que € indicadora de estresse.

6.3 Peso dos animais

Verificou-se aumento de peso nos subgrupos Al5 (p<0,0001), A45
(p<0,0001), B15 (p<0,0001) e B45 (p<0,0001), do inicio para o final do
experimento. Os animais do grupo A ganharam peso do 1° ao 10° dia de
experimento (p<0,0001).

No grupo tratado com oxigénio hiperbarico, os animais do subgrupo B15 e
do subgrupo B45 perderam peso do 1° ao 10° dia de pds-operatorio (p<0,01)
(TAB. 1). Posteriormente ganharam peso (p<0,0001).
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TABELA 1
Peso (g) dos ratos dos grupos tratados e néo tratados com oxigénio hiperbarico,
no pré-operatoério, no 10° dia e no pos-operatorio, submetidos

a esplenectomia subtotal com preservacéo do polo inferior (ESTPI)

Pre- _ Pés-
G Sub ori 10° dia ori
rupo |Subgrupo | operatorio operatorio
p grup p MA DP p p P p2
MA DP MA DP
A 302,80 £ 319,90 + 339,40 £
Al15 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
8,54 9,80 8,26
294,40 £ 314,30 + 382,50 £
A45 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
4,52 6,05 18,43
B 293,33 % 288,22 + 309,44 +
B15 < 0,01 < 0,0001 < 0,0001
11,73 9,99 14,96
286,00 £ 281,10 + 412,10 +
B45 <0,01 < 0,0001 < 0,0001
8,76 10,50 27,40

A- grupo de animais submetidos a ESTPI, ndo tratados com oxigénio hiperbarico. A15 - subgrupo
de animais eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

B- grupo de animais submetidos a ESTPI, tratados com oxigénio hiperbarico. B15 - subgrupo de
animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

MA- Média aritmética; DP- Desvio-padréo.

Teste t para amostras relacionadas. p<0,05 significante; p- comparacéo entre o peso dos animais
do mesmo subgrupo, entre o pré-operatorio e o 10° dia do experimento; p; - comparagao entre o
peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o pré-operatério e o pds-operatdrio do experimento;
p,- comparacdo entre o peso dos animais do mesmo subgrupo, entre o 10° dia e 0 pds-operatdério
do experimento.

6.4 Peso do polo inferior remanescente

Nos animais do grupo A, encontrou-se menos peso médio do polo inferior
no final do experimento no subgrupo A15 do que no subgrupo A45 (p<0,01). Nos
animais do grupo B, verificou-se menos peso meédio do polo inferior no 15° dia de
pés-operatorio, na comparacdo com o peso médio do polo inferior no 45° dia de
pés-operatorio (p>0,05). Nao houve diferenca nos pesos do polo inferior entre os
subgrupos Al1l5 e B15 no final do experimento, o que também ocorreu entre 0s
subgrupos A45 e B45 (TAB. 2).



35

TABELA 2
Peso final do polo inferior do bago em ratos tratados e nao tratados
com oxigénio hiperbarico no pés-operatério mediato (15° dia) e no
pos-operatorio tardio (45° dia), submetidos a esplenectomia subtotal

com preservacao do polo inferior (ESTPI)

Peso final
Grupo Subgrupo pP1 P2

MA DP

A Al15 170,00 + 101,90
<0,01 >0,05

A45 303,10 + 68,81

B B15 162,55 + 68,70
>0,05 >0,05

B45 219,80 + 117,11

A- grupo de animais submetidos a ESTPI, ndo tratados com oxigénio hiperbéarico. A15
- subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais
eutanasiados no 45° dia. B- grupo de animais submetidos a ESTPI, tratados com
oxigénio hiperbérico. B15 - subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. B45 -
subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia.

MA- Média aritmética; DP- Desvio-padréo. Teste t para amostras independentes.

p < 0,05 significante. p; - comparacdo entre o0s subgrupos Antl5 e Ant45 e
comparacao entre os subgrupos B15 e B45, no final do experimento. p, - comparacao
entre os subgrupos A15 e B15 e comparacdo entre os subgrupos A45 e B45, no final
do experimento.

6.5 Medida do polo inferior remanescente

Nos animais do subgrupo Al5, o polo inferior do baco diminuiu em
comprimento, largura e espessura do inicio para o final do experimento (p>0,05).
No subgrupo B15, o polo inferior do baco ndo sofreu alteragdes significantes no
comprimento e largura, embora tenha ocorrido aumento da espessura, mas
também sem significancia do inicio para o final do experimento.

Nos ratos do subgrupo A45 ndo houve alteracédo significante da largura e
espessura do polo inferior do baco do inicio para o final do experimento. Porém,
registrou-se significante aumento do comprimento desse remanescente (p<0,01).
Nos ratos do subgrupo B45, verificou-se aumento do comprimento, da largura e
da espessura do polo inferior do inicio para o final do experimento, mas somente
a espessura do polo inferior apresentou crescimento significante (p<0,05) (TAB. 3,
4eb).



TABELA 3

Comprimento do polo inferior do bago em ratos tratados e nao tratados

com oxigénio hiperbarico no pré e pds-operatério mediato (15° dia)

e no pré e pos-operatorio tardio (45° dia) submetidos

a esplenectomia subtotal com preservacao do polo inferior (ESTPI)
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Comprimento inicial Comprimento final
Grupos | Subgrupos p
MA DP MA DP
A Al15 9,90 + 2,07 8,60 + 1,50 > 0,05
A45 10,10 + 1,28 11,70+ 1,70 <0,01
B B15 8,44 £ 1,57 8,22+1,78 > 0,05
B45 8,90 £ 1,66 10,35+ 2,22 > 0,05

A- grupo de animais submetidos a ESTPI, ndo tratados com oxigénio hiperbarico. A15 - subgrupo
de animais eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia. B- grupo
de animais submetidos a ESTPI, tratados com oxigénio hiperbarico. B15 - subgrupo de animais
eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45° dia. MA- Média
aritmética; DP- Desvio-padrao. Teste t para amostras relacionadas.
p < 0,05 significante; p - comparac¢éo entre o0 comprimento do polo inferior dos animais do mesmo
subgrupo, entre o inicio e o final do experimento.

TABELA 4

Largura do polo inferior do bagco em ratos tratados ou ndo com

oxigénio hiperbarico no pré e pés-operatorio mediato (15° dia) e no

pré e pos-operatorio tardio (45° dia) submetidos a esplenectomia subtotal

com preservacéao do polo inferior (ESTPI)

Grupos | Subgrupos Largura inicial Largura final p
MA DP MA DP
A Al5 8,50+1,17 7,50 £1,95 > 0,05
A45 8,50 £ 0,52 9,30 £1,05 > 0,05
B B15 7,66 + 0,66 7,50+1,93 > 0,05
B45 7,90 £0,99 9,05+1,69 > 0,05

A- grupo de animais submetidos a ESTPI, ndo tratados com oxigénio hiperbarico. A15 -
subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45°
dia. B- grupo de animais submetidos a ESTPI, tratados com oxigénio hiperbéarico. B15 -
subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no 45°

dia.

MA- Média aritmética; DP- Desvio-padréo.
Teste t para amostras relacionadas. p < 0,05 significante; p - comparagéo entre a largura do
polo inferior dos animais do mesmo subgrupo, entre o inicio e o final do experimento.
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TABELA 5
Espessura do polo inferior do bagco em ratos tratados e n&o tratados
com oxigénio hiperbarico no pré e pos-operatério mediato (15° dia) e no
pré e pos-operatorio tardio (45° dia) submetidos a esplenectomia subtotal

com preservacéao do polo inferior (ESTPI)

Grupos | Subgrupos Espessura inicial Espessura final p
MA DP MA DP
A Al5 4,20 +£0,91 3,35+£1,05 > 0,05
A45 4,00 £0,81 4,45 + 0,89 > 0,05
B B15 3,44 £ 0,46 3,61+£0,74 > 0,05
B45 3,15 £ 0,57 4,35 +1,13 < 0,05

A- grupo de animais submetidos a ESTPI, ndo tratados com oxigénio hiperbarico. Al5 -
subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. A45 - subgrupo de animais eutanasiados no
45° dia. B- grupo de animais submetidos a ESTPI, tratados com oxigénio hiperbarico. B15 -
subgrupo de animais eutanasiados no 15° dia. B45 - subgrupo de animais eutanasiados no
45° dia.

MA- Média aritmética. DP- Desvio-padrao.

Teste t para amostras relacionadas; p < 0,05 significante; p - comparacdo entre a espessura
do polo inferior dos animais do mesmo subgrupo, entre o inicio e o final do experimento.

6.6 Avaliacdo macroscopica do polo inferior

Em oito casos do subgrupo A15 o aspecto macroscépico do polo inferior
encontrava-se normal. As aderéncias do polo inferior ao omento, lobo hepatico e
algas intestinais estiveram presentes em 60% dos casos. Foram observados
vasos na periferia do polo inferior do bago aderidos ao omento. Em dois animais
desse subgrupo (20%) detectou-se necrose na extremidade e na porcdo central
do polo inferior. O aspecto macroscopico do polo inferior no subgrupo B15 foi
viavel em todos os casos, com aderéncias vascularizadas pelo omento maior,
algas intestinais e figado.

Nos ratos do subgrupo A45, o aspecto macroscépico do polo inferior
encontrava-se normal em todos os casos, com aderéncias vascularizadas pelo
omento maior, alcas intestinais e figado. Somente em um caso foram descritas
poucas aderéncias. Nos animais do subgrupo B45, o aspecto macroscoépico do

polo inferior encontrava-se vidvel em todos os casos, com aderéncias
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vascularizadas pelo omento maior, algas intestinais e figado. Nao houve diferenca
macroscopica entre os subgrupos A45 e B45 (FIG. 4).

FIGURA 4 - Aspecto macroscopico do polo inferior

em um animal ndo tratado com oxigénio hiperbarico.

Subgrupo Ant45 (1) e em um animal tratado com OHB - subgrupo
Bt45 (2). Aspecto macroscopico do polo inferior (PI) é semelhante.

6.7 Avaliacdo microscoépica do polo inferior

Os foliculos linfaticos encontravam-se maiores e mais frequentes no polo
inferior dos animais do subgrupo A15 do que na porgao superior controle (PSc)
(FIG. 5 e 6). Esses foliculos estavam maiores no polo inferior dos animais dos
subgrupos A45, B15, B45 do que no dos animais do subgrupo A15 e na PSc (FIG.
5, 6, 7, 8 € 9). A presenca de linfocitos foi mais frequente no polo inferior do baco
dos animais do subgrupo A15 do que na PSc (FIG. 5 e 6).

Inferiu-se mais quantidade de linfécitos nos subgrupos A45, B15 e B45 do
gue na PSc. Nao houve diferenca marcante na quantidade de sinusoides entre a
PSc e o polo inferior dos quatro subgrupos em estudo morfolégico convencional.
Porém, chama a atencdo o aumento celular e vascular nos subgrupos B15 e B45
gquando comparado ao polo inferior dos subgrupos Al15 e A45 (FIG. 6, 7,8 e 9). A
proliferacéo celular foi mais acentuada no polo inferior do subgrupo A15 do que
na PSc e foi menos intensa na PSc do que nos demais subgrupos.
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Verificou-se aumento da proliferacdo celular linfocitica no subgrupo A45,
B15 e B45 (FIG. 7, 8 e 9). A existéncia de células na parede e no interior dos
vasos foi intensa no polo inferior dos subgrupos B15 e B45, o que ocorreu com

menos intensidade na PSc (FIG. 5, 8 e 9).

FIGURA 5 - Fotomicrografia da porcao superior do baco (PSc).

Observar a quantidade de foliculos linfaticos (setas), presenca de sinusoides
(seta pontilhada) e proliferacdo celular em corddes esplénicos, dentro e fora
dos vasos (sinusoides) (x).

Corado por hematoxilina-eosina e com aumento de 100X.
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FIGURA 6 - Fotomicrografia do polo inferior do bacgo - Subgrupo Ant15.

Observar a quantidade de foliculos linfaticos (setas) e presenga de sinusoides (setas
pontilhadas). Os foliculos linfaticos foram mais frequentes e maiores nesse grupo que na
PSc. Os linfdcitos foram também mais frequentes que na PSc.

Corado por hematoxilina-eosina e com aumento de 100X.
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FIGURA 7 - Fotomicrografia do polo inferior do baco - Subgrupo Ant45.

Observar foliculos linfaticos grandes (seta) e a presenca de sinusoides (seta pontilhada).
Notar mais quantidade de linfécitos nesse grupo que na PSc.
Corado por hematoxilina-eosina e com aumento de 100X.
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FIGURA 8 - Fotomicrografia do polo inferior do baco - Subgrupo Bt15.

Observar foliculos linfaticos aumentados (seta), presenca de sinusoides (seta pontilhada) e
proliferacdo celular em cordbes esplénicos, dentro e fora dos vasos (sinuspides) (x). Mais
guantidade de linfocitos nesse grupo do que na PSc. Notar mais quantidade de células e vasos
nesse subgrupo do que nos subgrupos Ant15 e Ant45.

Corado por hematoxilina-eosina e com aumento de 100X.
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FIGURA 9 - Fotomicrografia do polo inferior do baco - Subgrupo Bt45.

Observar foliculos linfaticos aumentados (setas), presenga de sinusoides (seta
pontilhada) e proliferacdo celular em corddes esplénicos, dentro e fora dos vasos
(sinusoides) (x). Observar mais quantidade de vasos neste subgrupo do que nos
subgrupos Antl15 e Ant 45.

Corado por hematoxilina-eosina e com aumento de 100X.
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7 DISCUSSAO

O aumento da susceptibilidade a infec¢do, que pode ocorrer em pacientes
esplenectomizados, tem induzido a realizagcdo de operagOes conservadoras no
baco. A preservacdo do tecido esplénico é importante para evitar a
imunodeficiéncia causada pela esplenectomia, principalmente em criancas®2>®*,
Bradshaw e Thomas (1982) relataram que quanto maior 0 remanescente
esplénico, mais expressiva a protecdo contra a sepse. E calcularam em 25% a
massa critica de tecido esplénico residual para se ter funcéo fagocitaria normal®.
Essa sugestdo é aceita pela maioria dos autores. Van Wick et al., em trabalho
experimental em ratos, consideraram necessaria a manutencao de 1/3 do tecido
esplénico total para restaurar a funcéo esplénica®®. Nesse trabalho, em que se fez
a ESTPI, foi mantido cerca de 1/3 do tecido esplénico.

Na realizacdo da ESTPI, é importante observar os cuidados técnicos
descritos por Paulo et al., em 2006%*. No presente estudo foram seguidas duas

outras recomendacdes feitas pelo autor da técnica da ESTPI®®

. A primeira foi
preservar a fina e transparente prega peritoneal que vai da face anterior da
curvatura maior do antro a superficie anterior do polo inferior do baco. Essa
conduta foi adotada para manter esse remanescente fixo, ou seja, com a sua
superficie de corte voltada cranialmente, que coberta naturalmente pelo omento
maior. A segunda foi ndo fixar o polo inferior & curvatura maior do estbmago com
a intencéo de evitar a torcao desse remanescente. Em experiéncias anteriores em
que se realizou a fixacdo do polo infeior do bago o percentual de necrose foi
elevado, provavelmente devido ao comprometimento de pequenos vasos, por
tracao ou torcéo.

A OHB foi realizada de acordo com o protocolo recomendado por Paulo et
al., em 2005’8, Esses autores sugeriram duas sessdes de OHB nos trés primeiros
dias e uma sesséo diaria nos sete dias apds a ESTPI para melhorar a viabilidade
do polo inferior ou mesmo acelerar seu crescimento, visto que esse tratamento
possui efeito angiogénico. Paulo et al., em 1999, referiram em caes, no pos-

operatorio precoce, indicios de comprometimento da viabilidade e da funcdo do



45

polo inferior®®. Dai, a utilizagdo de OHB em ratos submetidos & ESTPI poderia
melhorar a viabilidade desse remanescente.

Neste estudo ndo houve complicacdes cirargicas. Todos 0s animais
submetidos a ESTPI evoluiram satisfatoriamente. Apenas um animal do subgrupo
B15 foi excluido do tratamento com oxigénio hiperbarico porque manifestou, no
terceiro dia de pds-operatério, apds a sessdo de OHB, indicios de desidratacao:
pelos ericados, adinamia e frequéncia respiratoria alta. Apesar disso, todos os
animais sobreviveram.

A OHB, no entanto, pode contribuir para que o animal perca peso,
conforme foi demonstrado em estudo anterior**. Nesta pesquisa esse fato ocorreu
nos animais do grupo B durante os 10 primeiros dias de tratamento com oxigénio
hiperbarico. Contudo, os néo tratados com oxigénio hiperbarico tiveram ganho de
peso durante esse periodo. Paulo et al., em 2008, reportaram diminuicdo de peso
em todos os animais tratados com OHB e eutanasiados no 11° dia pOs-
operatério®®. As possiveis causas de emagrecimento foram a manipulacdo diaria
dos ratos, sua permanéncia dentro da camara hiperbarica no periodo previsto
pelo protocolo e o estresse resultante do procedimento. Neste estudo, alguns
animais submetidos a OHB apresentaram cromodacriorreia (lagrima vermelha),
que é indicadora de estresse ou sofrimento em ratos’®. Desta forma, torna-se
interessante promover uma avaliacdo dosando horménios (catecolaminas,
cortisol) para comparar o nivel de estresse dos animais submetidos ao tratamento
com OHB com o0s ndo submetidos a esse tratamento. Cumpre lembrar que do 10°
para o 15° dia de pds-operatdrio os animais do subgrupo B15 ganharam peso de
forma significante.

A viabilidade do polo inferior foi vista macroscopicamente em 80% dos
animais nao tratados (subgrupo A15) e em 100% dos animais tratados com
oxigénio hiperbarico (subgrupo B15). Essa diferenca, no entanto, ndo foi
significante. A analise microscopica revelou que os animais do subgrupo B15 em
relacdo aos do subgrupo A15 exibiram foliculos linfaticos maiores, mais
quantidade de células e de vasos e mais proliferacdo celular linfocitica. Esses
dados sugerem melhor viabilidade nos animais tratados com oxigénio hiperbarico
gue nos nao tratados nos subgrupos de 15 dias.

Sabe-se que a OHB possui efeito angiogénico, o que pode ter contribuido

para os resultados deste trabalho. O efeito protetor da OHB sobre o polo inferior
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ja foi relatado®. No 45° dia ndo houve diferenca na viabilidade desse polo entre
os subgrupos tratados e néo tratados com oxigénio hiperbarico sob o ponto de
vista macroscoépico. Porém, houve mais quantidade de vasos e de células no
subgrupo B45 em relacdo ao A45 na avaliacdo microscopica, 0 que ocorreu em
relagdo aos foliculos linfaticos, linfécitos e proliferacdo celular linfocitica. Isso
parece indicar que a OHB no subgrupo de 45 dias teve efeito tdo marcante quanto
no subgrupo de 15 dias. E importante lembrar que a OHB foi administrada durante
os 10 primeiros dias de pds-operatoério e que o subgrupo B45 ficou sem o referido
tratamento por 35 dias. Assim, durante esse periodo de ndo-tratamento, 0s
fendbmenos ocorridos no subgrupo A45 poderiam ter contribuido para evitar as
diferencas macro e microscopicas entre os polos inferiores dos grupos tratados e
nao tratados com oxigénio hiperbarico. Cumpre lembrar que o0 aspecto
morfolégico ndo tem necessariamente correspondéncia funcional. Portanto, o
tecido pode ser viavel e aparentar normalidade mesmo sem funcionar
adequadamente®*.

O crescimento do polo inferior do baco ja havia sido mencionado. Torres et
al., em modelo de esplenectomia subtotal diferente da ESTPI, descreveram a
regeneracdo desse remanescente em ratos no 45° dia®®. N&o se sabia, no
entanto, se a OHB poderia interferir no crescimento desse polo. Dai foi realizada a
presente pesquisa, para dirimir essa duvida. Neste trabalho, no 15° dia, ndo se
verificou crescimento do polo inferior nos animais tratados ou ndo com oxigénio
hiperbarico quando foram medidos o comprimento, a largura e a espessura do
polo do inicio para o final do experimento. Porém, nos subgrupos de 45 dias esse
remanescente cresceu. Obteve-se crescimento significante do comprimento do
polo inferior do baco no subgrupo A45 e da espessura deste polo no subgrupo
B45. Cumpre ressaltar que o crescimento desse remanescente € sugerido pelo
fato de que seu peso médio nos animais de 45 dias foi acentuadamente mais alto
do que o dos animais de 15 dias nao tratados com oxigénio hiperbarico. Nos
animais tratados, o referido polo foi mais pesado no grupo de 45 dias, porém de
forma nao significante. Na andlise microscopica, os subgrupos A45, B15 e B45,
guando comparados ao subgrupo A15, mostraram foliculos linfaticos aumentados,
mais quantidade de linfocitos, mais proliferacéo celular e mais numeros de vasos.

Isso sugere mais crescimento do polo inferior desses subgrupos. Embora esse
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crescimento néo tenha ocorrido macroscopicamente no subgrupo B15, a
microscopia mostra indicios de crescimento.

Esses resultados permitem considerar que as alteracbes morfolégicas do
polo inferior do baco ocorrem ao longo do tempo. Paulo et al., em 2008%, fizeram
essa mesma consideragdo, dando importancia a melhora do metabolismo lipidico
do baco. Em trabalho recente, mostrou-se que o polo inferior cresceu
significantemente em comprimento, largura e espessura, do 1° dia ao 80° dia de
pos-operatorio, apés a ESTPI. O sinal microscopico desse fendmeno foi a
hiperplasia celular*’. O polo inferior do baco cresce por diferentes razdes:
crescimento do animal, processo inflamatorio, fatores outros desconhecidos.
Neste estudo, verificou-se aumento de peso dos animais entre o pré e o pos-
operatorio, nos grupos tratados ou ndo com oxigénio hiperbarico no 15° dia e 452
dia. E possivel que no 45° dia de pos-operatério o processo inflamatério inicial
tenha sido minimizado e, assim, ndo tenha contribuido para o crescimento do polo
inferior.

Os estudos de imunoistoquimica e genética molecular que estdo sendo
realizados na sequéncia deste trabalho poderao contribuir para esclarecer melhor
essas questoes.
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8 CONCLUSOES

Quanto ao estudo sobre os efeitos da oxigenoterapia hiperbarica em ratos
submetidos a esplenectomia subtotal, pode-se concluir que:
» Causou diminuicdo do peso, mas nao interferiu na sobrevida dos animais
* Melhorou a viabilidade do polo inferior do baco, mas nao interferiu no seu

crescimento
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“Effect of hyperbaric oxygen therapy in growth of the lower spleen pole
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Apéndice A - Ficha de anotag&o dos dados do experim  ento

Titulo do Projeto: “Efeito da oxigenoterapia hiperbarica em ratos submetidos a

esplenectomia subtotal com preservacédo do polo inferior”

Autor (a): Marcela Souza Lima Paulo

Orientadores: Tarcizo Afonso Nunes e Danilo Nagib Salomé&o Paulo

GRUPO A — nao tratados com OHB GRUPO B - tratados com OHB
15°dia( ) 45°dia( ) 15°dia( ) 45°dia( )
Identificacéo: Peso do rato (g):

Data da operacéao: Peso do rato 10° dia (Q):

Horario da operacéo:

12 Cirurgia — DIA O (zero)

» Porcao superior (controle)

Porcao superior do baco (retirada)

Peso (mg)

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Espessura (mm)

* Polo inferior remanescente

Comprimento (mm):

Largura (mm):

Espessura (mm):

Evolugdo pés-operatoria: 6bito () Sobrevivéncia () Em caso de 6bito, qual foi

a causa provavel?
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Em caso de sobrevivéncia o animal serd eutanasiado no 15° dia ou 45° dia para
estudo definitivo.

22 Cirurgia (ap0s eutanasia) —DIA 15 ()45 ( )

Data da operacéao: Peso do rato (g):

Horario da operacao:

» Polo inferior remanescente (apos eutanasia)

Polo inferior remanescente

Peso (mg)

Comprimento (mm)

Largura (mm)

Espessura (mm)

- Todo o material do bacgo serd enviado para exame histol6gico, imunoistoquimico

(IHQ) e genética molecular.



