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RESUMO

Avaliaram-se as alteragdes morfoldgicas, morfométricas e ultraestruturais que ocorreram no bago devido
a isquemia produzida pelo clampeamento total do pediculo hepatico. Para tanto, foram utilizados 40 ratos
machos, distribuidos em quatro grupos de 10 animais. O grupo-controle (C) ndo foi submetido a
isquemia, e os grupos tratados (E;, E, ¢ E;) foram submetidos ao clampeamento por 10, 20 e 30 minutos,
respectivamente. Fragmentos do bago foram retirados e analisados histologicamente pela microscopia de
luz (hematoxilina-eosina, ferrocianeto-férrico) e pela microscopia eletronica de transmissdo. Os
resultados demonstraram que 10 minutos de clampeamento do pediculo hepatico sdo suficientes para
apresentar sinais de congestao esplénica e 20 e 30 minutos promovem intensa digestdo de hemacias pelos
macrofagos, com presenga de granulos de ferro (hemossiderina) no parénquima esplénico.
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ABSTRACT

The macro and microscopic alterations that occurred in the spleen during an ischemia produced by the
hepatic pedicle total clamping were studied. Forty male rats were distributed in four groups of 10
animals each. The control group (C) was not submitted to ischemia and the treated groups (E;, E,, and
E;) were submitted to the clamping during 10, 20, and 30 minutes, respectively. Spleen fragments were
collected and histologically analyzed by the light microscopy (eosin-hematoxilin and ferric ferrocyanide)
and by the transmission electron microscopy. The results showed that 10 minutes of hepatic pedicle total
clamping was enough produce signs of splenic congestion and 20 and 30 minutes promoted intense red
bood cels digestion by the macrophages with the presence of iron granules (hemosiderin) in the splenic
parenchyma.
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INTRODUCAO

Nas lesoes sangrantes do figado, o bloqueio dos
vasos € necessario para facilitar as manobras
cirargicas (Silva Jr. et al., 2002; Araujo Jr. et al.,
2005). Pringle (1908) realizou clampeamento
total do hilo hepatico para conter hemorragias
hepaticas, e Sebe (1999), Freitas et al. (1999,
2000) e Camargo et al. (2003) demonstraram que
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o clampeamento total do pediculo hepatico,
utilizado para conter a hemorragia nos
procedimentos cirirgicos do figado, resulta em
congestdo esplancnica e, consequentemente,
perfusdo sanguinea deficiente de orgdos como
estdmago, intestino delgado e parte anterior do
intestino grosso, pancreas e baco. Barbarino et al.
(1978) utilizaram apenas o clampeamento
isolado da veia porta com a finalidade de
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diminuir o afluxo de sangue para o figado e a
congestdo esplancnica e, mesmo  assim,
observaram esplenomegalia, com aumento da
polpa vermelha e diminui¢do do ntmero de
nédulos linfaticos, que se apresentaram
aumentados de tamanho.

O bago atua como importante reservatorio de
sangue, podendo, quando solicitado e sob agdo
das catecolaminas, elevar o hematdcrito em até
10% do seu valor normal (Lipowitz ¢ Blue,
1998). Nos recém-nascidos, ele tem funcdo
hematopoiética e, quando necessario, também
pode produzir hemacias nos adultos (Lipowitz e
Blue, 1998). Além disso, estd envolvido na
producdo de linfocitos T e B e de anticorpos
(Lipowitz e Blue, 1998; Richard e Sherind,
1998).

O bago, devido a sua malha estrutural
tridimensional, realiza o monitoramento de
células sanguineas viaveis, favorecendo a
fagocitose dos leucdcitos, plaquetas e eritrocitos
senis pelos macrofagos (Zhang, 2001). Assim,
hemécias velhas ou parasitadas, por perderem a
sua flexibilidade e por ndo conseguirem penetrar
nos sinusoides, sdo fagocitadas e destruidas pelos
macrofagos, em um processo denominado
hemocaterese. Esses macrofagos sdo células
muito ativas, que apresentam superficie irregular,
com inGmeras saliéncias e reentrancias, e
citoplasma contendo numerosos lisossomos que
depositam suas enzimas nos vacuolos que
conttm material fagocitado, formando os
fagossomos, onde vai ser realizada a digestdo do
material fagocitado (Gartner e Hiatt, 2007;
Junqueira e Carneiro, 2008). A hemoglobina,
resultante da digestdo de hemécias, desdobra-se
nas por¢des heme e globina. A fracdo globina ¢
quebrada em seus constituintes de aminoacidos
que vdo para a circulagdo sanguinea. As
moléculas de ferro, da fracdo heme, no interior
dos macrofagos, se agrupam formando um
pigmento denominado de hemossiderina, que sdo
levados a medula o6ssea pela transferrina, onde
sao utilizadas para formagdo de novas hemacias
(Swenson e Reece, 1996; Couto e Hammer,
1997; Gartner e Hiatt, 2007, Alencar et al.,
2002).

O objetivo deste trabalho foi avaliar as alteragdes
morfologicas, morfométricas e ultra-estruturais
do bago durante o clampeamento total do
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pediculo  hepatico
modificada).

(manobra de Pringle

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, com
90 dias de idade e pesos variando de 232 a 359
gramas. Os animais foram alojados em gaiolas a
temperatura ambiente de 22°C, umidade relativa
de 65% e  luminosidade  controlada
artificialmente com lampadas fluorescentes, com
12 horas de luz e 12 horas de escuro.

Apds jejum alimentar de duas horas, os animais
foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos de 10 animais: grupo-controle (C),
formado por animais submetidos a anestesia
dissociativa (25mg/kg de xilazina' e 50mg/kg de
cetaminaz, intramuscular), celiotomia e retirada
do bago apds 30 minutos, sem clampeamento do
pediculo hepatico; e grupos tratados E; E, e E;,
formados por animais submetidos,
respectivamente, a anestesia, celiotomia e
retirada do bago apds 10, 20 e 30 minutos de
clampeamento total do pediculo hepatico,
abrangendo a artéria hepatica, veia porta e ducto
colédoco — manobra de Pringle, modificada
(Pringle, 1908).

Apds remogdo do baco, os animais foram
sacrificados seguindo o mesmo padrdo anterior
de anestesia e, na sequéncia, usou-se cloreto de
potéssio a 10%?.

Para as analises histologicas ¢ morfométricas,
fragmentos do terco médio do bago foram
fixados em soluc¢do de formaldeido 10% por 24
horas. Apos fixagdo, foram submetidos as
técnicas rotineiras para microscopia de luz,
sendo infiltrados com parafina. Os cortes foram
corados com hematoxilina-eosina (HE) e
analisados em microscopio de luz', com
objetivas que variavam de 4 a 100 X e ocular de
10X.

Para analise do ferrocianeto férrico, alguns cortes
histologicos foram submetidos a metodologia
citoquimica para identificagdo dos ions de ferro,

'Virbaxil 2% - Virbac do Brasil Indastria e Comércia Ltda,
Sdo Paulo, Brasil.

Vetanarcol - Koning do Brasil Ltda, Florianépolis, Brasil.
*Cloreto de potasio 10% - Aster Produtos Médicos Ltda,
Sorocaba, Brasil.

*Axiolab 2.0 - Carl Zeiss, Sofia, Bulgaria.
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pelo método de Perls (ferrocianeto-férrico), que ¢
a reagcdo dos ions ferrocianeto do corante
(ferrrocianeto de potassio) com os ions férricos
no interior da célula, resultando em um produto
azul-esverdeado, denominado ferrocianeto
férrico (Cangado, 2007; Cangado et al., 2007).
Os estudos morfométricos foram realizados
sobre as imagens dos preparados citoquimicos,
obtidas por um sistema de captura de imagens’ e
analisadas com o auxilio de um sistema
computacional de analise de imagens (softwares
IMAGELAB 2000). Foram capturados 10
campos da regido da polpa vermelha do bago em
cada animal, na regido imediatamente ao redor
da polpa branca. Em cada campo, foi obtida a
area contendo granulos de ferro (valor
percentual), sendo, ao final, obtido um valor
médio para cada animal.

Para o estudo ultraestrutural, fragmentos do tergo
médio do bag¢o foram imediatamente imersos em
solugdo de glutaraldeido 4,0% (0,32 osmolar),
em tampao cacodilato de sodio 0,1M, em pH 7,2,
a temperatura de 4°C, por quatro horas. Eles
foram processados pela técnica de rotina para
microscopia eletronica de transmissdo. Os cortes
ultrafinos foram contrastados com citrato de
chumbo e acetato de uranila e observados em
microscopio eletrdnico de transmissdo®. Nas
eletromicrografias obtidas, foi observada a
morfologia geral da polpa vermelha, em especial
os macrofagos.

Os dados da porcentagem dos pigmentos férricos
de hemossiderina foram submetidos,
inicialmente, a analise de  variancia,
complementados pelos testes Kolmogorov-
Smirnov, Levene e Welch e Brown-Forsythe
(software - SPSS 15.0). O nivel de significancia
maximo adotado foi P<0,05.

RESULTADOS

Macroscopicamente, ap6és o periodo de
clampeamento do hilo hepatico, observou-se que
o bago dos grupos tratados (E;, E, e Ej)
mostrava-se de vermelho escuro a azulado,
semelhantes ao do grupo-controle (C).

No grupo C, foi observado bago circundado por
uma capsula de tecido fibromuscular que emitia

5Axio Vision - Carl Zeiss, Sofia, Bulgaria.
®Modelo EM 900 - Carl Zeiss, Sofia, Bulgaria.
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trabéculas para o seu interior. No interior do
6rgdo, notou-se, no parénquima, actmulo de
linfocitos que formavam os nodulos linfaticos e
bainhas linfocitarias  periarteriolares com
arteriola central na polpa branca. Ao redor dos
nodulos  linfaticos, observaram-se  vdrios
capilares contendo hemdacias no seu interior
(polpa vermelha), sendo os capilares rodeados
por macrofagos. Alguns macrofagos
apresentaram pequena quantidade de granulos de
hemossiderina no seu interior e, apds a reacdo ao
ferrocianeto de potassio (reagdo de Perls),
observou-se pequena quantidade de pigmentos
férricos, azulados (Fig. 1C e 2C; Tab. 1).

No grupo E,, a arquitetura do bago foi
semelhante a do grupo C. Entretanto, observou-
se ligeira vasodilatacdo nos seios esplénicos
presentes na polpa vermelha ¢ maior quantidade
de granulos azulados de hemossiderina que no
grupo C (Fig. 1E; e 2E; Tab. 1).

No grupo E,, notou-se que o bago também
apresentava a arquitetura histologica similar a
observada no grupo C. No entanto, percebeu-se
diminuicdo da polpa branca, tanto da porcao
cordonal quanto da nodular. A polpa vermelha
mostrou-se bem evidente, com intensa dilatagao
dos capilares sinusoides e concentragdo
acentuada de granulos de hemossiderina
(Fig. 1E; e 2E,; Tab. 1).

No grupo E;, foi observado acentuado aumento
da polpa vermelha devido a acentuada dilatagdo
dos vasos sanguineos ¢ elevada concentracdo de
granulos de hemossiderina (Fig. 1E; e 2E;;
Tab. 1).

Os dados relativos a analise morfométrica da
area contendo granulos de hemossiderina sdo
apresentados na Tab. 1.

No bago dos animais controle foram observados
macrofagos em contato com eritrocitos, sendo
que alguns deles apresentavam granulos
citoplasmaticos eletrondensos (Fig. 3C). No dos
animais dos grupos E;, E, e Es, verificaram-se,
no interior dos  macrofagos, granulos
eletrondensos, que se acentuaram com o aumento
do tempo de clampeamento (Fig. 3 Ey, E; e E;).
Em alguns macréfagos, notou-se que os granulos
eletrondensos eram constituidos por restos de
hemacias ou outras células fagocitadas (Fig. 3
El, E2 (& E3)
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Figura 1. Fotomicrografias mostrando cortes histologicos do bago de ratos pertencentes aos varios grupos
de estudo. Notar em C (grupo-controle) polpa vermelha com poucos granulos de hemossiderina que, no
entanto, estdo aumentados (setas) nos grupos submetidos ao clampeamento total do pediculo hepatico por
10 minutos (E;), 20 minutos (E,) ou 30 minutos (E;). HE 10X.

=~y

- u - =’ (1

Figura 2. Fotomicrografias mostrando cortes histologicos do bago de ratos pertencentes aos varios grupos
de estudo. Notar em C (grupo-controle) pouca reatividade para granulos de hemossiderina, que se acham
aumentados, de forma acentuada e progressiva (setas), nos grupos submetidos ao clampeamento total do
pediculo hepatico por 10 minutos (E;), 20 minutos (E;) ou 30 minutos (E3). Reagéo de Perls (ferrocianeto-
férrico) 10X.
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Tabela 1. Porcentagem de pigmento de hemossiderina (médiatdesvio-padrao) obtida na polpa vermelha
do baco de ratos pertencentes aos grupos-controle ou submetidos ao clampeamento total do pediculo
hepatico por 10 minutos (E;), 20 minutos (E,) ou 30 minutos (E;)

Grupo Controle (%)

EL (%)

E2 (%) E3 (%)

Média+ 1,45+ 0.28A
Desvio-padrio

1,95 + 0,44B

4,92 +1,29C 17,05 £ 2,15D

Médias seguidas de letras distintas na linha diferem entre si (P<0,05).

Figura 3. Eletromicrografias mostrando macréfagos presentes nos corddoes de Billroth dos ratos
pertencentes ao grupo-controle (C) e aos grupos submetidos ao clampeamento total do pediculo hepatico
por 10 minutos (E;), 20 minutos (E;) ou 30 minutos (E;3). Notar em C (grupo-controle) poucos granulos
eletrondensos (seta), que aumentam em numeros (setas) com o decorrer do tempo de clampeamento

hepatico. 8200X.
DISCUSSAO

A torcdo esplénica primaria ou secunddria,
decorrente da dilatagdo e vdlvulo-gastrico, em
pequenos animais, inicialmente promove a
oclusdo das veias de paredes delgadas, mas ndo
das artérias correspondentes, resultando em
congestdo, isquemia e, posteriormente, necrose
do parénquima esplénico. A patogénese da
tor¢do ainda ndo estd bem esclarecida, porém o
grau de lesdo esplénica depende do
comprometimento dos vasos e do tempo de
privacdo sanguinea para esse Orgdao (Pope e
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Rochat, 1996). Neste estudo, a congestdo
esplénica observada apo6s clampeamento total do
pediculo hepéatico ndo promoveu necrose, pois a
obstrugdo vascular comprometeu apenas a
circulagdo venosa, mantendo-se intacta a
circulagdo arterial. Provavelmente, o tempo de
clampeamento ndo foi suficiente para causar
necrose desse orgdo, embora tenha promovido
congestao esplancnica, que resultou na congestio
esplénica. Barbarino et al. (1978) ja haviam
utilizado apenas a ligagdo da veia porta e
observaram, em relag¢ao ao bago, esplenomegalia,
aumento da propor¢do de polpa vermelha e
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diminuicdo do numero de foliculos linfoides,
como pdde, também, ser observado neste
trabalho. Da mesma forma, Sebe et al. (2000) e
Camargo et al. (2003) observaram congestdao
esplancnica, com mudanca de coloragdo dos
orgdos drenados pelo sistema porta.

De acordo com a literatura consultada, os tempos
de isquemia hepatica variam de 30 até 100
minutos (Asakava et al., 1989; Isozaki et al.,
1995), sendo os maiores periodos relacionados
com trabalhos que envolvem isquemia hepatica
parcial ou total com derivagdes vasculares, e os
menores, com trabalhos que envolvem isquemia
total, sem derivagdes vasculares, como descrito
por Sébe (1999) e reproduzido neste estudo.

No modelo experimental realizado por Sébe
(1999), Freitas et al. (1999, 2000) e Camargo et
al. (2003), utilizando a manobra de Pringle
modificada por 10, 20 ¢ 30 minutos, observaram-
se isquemia hepatica, intestinal e congestdo
esplénica, decorrentes da congestdo esplancnica.
A isquemia hepatica total em diferentes tempos
acarreta congestao esplancnica e,
consequentemente, congestdo esplénica, que ¢
caracterizada pela diminuicdo da polpa branca
(nddulos linfaticos) e pelo aumento da polpa
vermelha, sendo essa mais intensa aos 30
minutos, conforme relatado por Freitas et al.
(2006) e confirmada neste estudo.

A hemocaterese fisiologica de eritrocitos
envelhecidos, lesionados ou enfermos pelos
macrofagos libera grande concentragdo de ferro
reutilizadvel, que ¢ armazenado pelo bago e parte
direcionado a medula dssea para ser utilizado na
producdo de novas hemacias (Pope e Rochat,
1996; Alencar et al., 2002).

O clampeamento do hilo hepatico pode reduzir a
concentragdo de energia e intensificar a acidose
lactica esplénica, podendo causar danos as
membranas dos eritrocitos e alteragdo de sua
plasticidade, aumentando sua fagocitose pelos
macrofagos, resultando em maior produgido de
pigmentos férricos de hemossiderina. Essas
alteragdes ocorrem devido ao fato de a
concentragdo de glicose e colesterol nos seios
venosos esplénicos ser menor se comparada ao
restante do sistema circulatdrio, que, juntamente
com a produgdo de acido lactico por meio do
metabolismo das hemadcias, resulta em um
ambiente tolerado apenas por hemacias jovens e
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saudaveis, levando ao descarte das hemacias
velhas ou enfermas (Pope e Rochat, 1996).

O aumento da pressdo sanguinea e da
temperatura esplénica podem, também, lesionar
os eritrocitos e intensificar a eritrofagocitose
pelos macrofagos (Pope e Rochat, 1996). Nesse
experimento, notou-se comprometimento da
drenagem venosa esplénica realizada pelo
sistema porta durante o clampeamento do
pediculo hepatico, caracterizado pela congestdo
esplénica que, possivelmente, acarretou aumento
da pressdo sanguinea intraesplénica. Dessa
forma, o actimulo progressivo de pigmentos
férricos de hemossiderina, observado no interior
dos macréfagos, caracteriza a eritrofagocitose
decorrente do aumento da pressdo sanguinea no
parénquima e seios venosos esplénicos.

Os oxirradicais livres (4nions hiperoxidos,
radicais hidroxila e peroxido de hidrogénio) sdo
moléculas altamente reativas e capazes de causar
lesoes celulares ¢ no DNA. O peroxido de
hidrogénio nao ¢ um radical livre, porém, com a
produgdo acelerada e em presenca de
catalizadores metalicos como o ferro, por meio
da reagdo de Haber-Weiss, forma radicais
hidroxila reativos (OH") (Flaherty e Weisfeldt,
1988; Ambroésio et al., 2000; Alencar et al.,
2002; Valcarenghi, 2006; Gongalves et al.,
2007). Neste experimento, notou-se aumento
considerado de  pigmentos férricos de
hemossiderina, proporcionalmente ao tempo de
clampeamento. E possivel que os pigmentos
férricos contidos nos macrofagos, apds o
desclampeamento do hilo hepatico, possam
adentrar a circulacdo e aumentar a produgdo de
radicais livres, causando lesGes as membranas
celulares e, dependendo do grau destas lesdes,
levar a 6bito o paciente no pos-operatorio.

CONCLUSOES

Dez minutos de clampeamento total do pediculo
hepatico sdo suficientes para promover sinais de
congestao esplénica, enquanto 20 e 30 minutos
de clampeamento resultam em diminui¢do da
polpa branca, dilatacdo dos capilares sinusoides e
intensa  hemocaterese  pelos  macrofagos,
evidenciada pela presenga de granulos de
hemossiderina no parénquima esplénico.
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