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DISTRIBUICAO DE ESCHERICHIA COLI NOSORGAOSDO
SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCITARIO APOSESPLENECTOMIA
TOTAL ISOLADA OU COMBINADA COM AUTO-IMPLANTE
ESPLENICO EM RATO

DISTRIBUTION OF ESCHERICHIA COLI IN MONONUCLEAR PHAGOCYTIC
SYSTEM ORGANSAFTER TOTAL SPLENECTOMY ISOLATED OR COMBINED
WITH SPLENIC AUTOTRANSPLANTATION IN RAT
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RESUMO: Objetivo: O auto-implante esplénico parece constituir a (nica alternativa para preservacéo de
tecido esplénico, apds esplenectomiatotal. O objetivo deste trabalho foi analisar adepuracdo deEscherichia
coli pelos 6rgaos do sistema mononuclear fagocitério (SMF) apds esplenectomia total e auto-implante
esplénico.Méodo: Utilizou-se um modelo experimental com ratos Wistar jovens e adultos, de ambos os
sexos, submetidosaesplenectomiatotal e auto-implante esplénico. O método deavaliacéo foi ainoculagdo
intravenosa de suspenséo de Escherichia coli marcadacom tecnécio-99m. Analisou-se a captacdo desta
bactériapelos 6rgaos do SMF e o remanescente bacteriano na corrente sangiliinea. Resultados: Dentro de
cada grupo, nado foi encontrado diferenca entre animais jovens e adultos no que se refere a captacdo de
bactérias pelos 6rgdos do SMF. Na comparagéo entre os grupos verificou-se que o percentual médio de
captacao pelo bago e pel o figado de animais do Grupo-Controle foi maior que o dos auto-implantes. Embora
acaptacado de bactérias pel o bago de animais do Grupo-Control e tenha sido maior que o dos auto-implantes
esplénicos, o remanescente bacteriano no sangue ndo foi diferente. Animais submetidos a esplenectomia
total isolada apresentam maior remanescente de bactérias na corrente sangiiinea que animais do Grupo-
Controle ou do grupo submetido a esplenectomiatotal combinada com auto-implante esplénico. Conclu-
sa0: Nossos resultadosindicam que o0 auto-implante espl énico é eficaz nadepuragéo de bactérias, emrato,
mediante afagocitose por seus macrofagos, e ndo interfere nafuncéo de remocéo bacterianado figado edo
pulmé&o.

Descritores: Bagco; Sepse; Esplenectomia; Fagocitose; Escherichiacoli; Ratoswistar.

INTRODUCAO aselsmeses, duas evoluindo para6bito.! Essetraba-
Iho é o marco da literatura para a comprovacéo da

Em 1952, King e Shumacker Jr. relataram associagdo entre esplenectomia e sepse. Contudo,
complicagBesinfecciosas graves apésaredizacéo de inicidmente, julgou-se que o risco seriarestrito acrian-
esplenectomias em cinco criangas com idade inferior ¢as. Diamond, em 1969, chamou a atencéo para o
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gue denominou de infec¢do fulminante pos-
esplenectomia (IFPE), uma entidade clinica distinta
de outras sepses ou bacteremias presentes em indivi-
duos com bago preservado, aertando para os riscos
da asplenia.2 Em 1973, Singer mostrou que o risco de
| FPE era muito maior que o imaginado previamente.
Enfatizou que a sepse, poderia surgir em qualquer
época apbs a cirurgia, tanto em adultos quanto em
criangas, e salientou que seu risco independiadaindi-
cacdo para a esplenectomia.®

A partir desses trabalhos, diversas aternati-
vas para preservar a funcéo esplénica passaram a
ser desenvolvidas, principalmente em pacientes com
lesfo esplénica oriunda de trauma abdominal . Dentre
estas, encontram-se; tratamento conservador nado-
operatorio, ligadura ou embolizagOes arteriais, coagu-
lacd com LASER ou eletrocoagulagdes, aplicacdo
de agentes hemostéti cos topi cos, esplenorrafias (com
ou sem a utilizacdo de redes sintéticas) e
esplenectomias parciais (quando puder preservar-se
o0 pediculo esplénico) ou subtotais (com preservacdo
apenas dos vasos esplenogastricos, nos casos em que
0 pediculo vascular tiver que ser ligado). A retirada
completa do bago passou a ser aceita somente para
0s casos em gue ha umalesdo extensado 6rgéo e de
seu pediculo, cirurgicamente incontrolavel, ou para
doencas diretamente rel acionadas afuncdo esplénica
alterada.**?

Em 1978, Pearson et al. verificaram a pre-
senca de funcdo esplénica em criangas com tecido
esplénico espontaneamente implantado (esplenose),
apos esplenectomias por trauma.t®

Com base nos achados clini copatol 6gicos dos
implantes espl éni cos espontanecs, o implante esplénico
autogeno heterotopico passou aser considerado como
uma opcao na tentativa de preservar as fungdes do
baco, nos casos em que fosse inevitavel asuaretira
da4,l4-17

O auto-implante esplénico parece constituir
a Unica alternativa para preservagdo de tecido
esplénico apos esplenectomia total. O objetivo deste
trabalho foi analisar a depuracdo sanglinea da
Escherichia coli nos érgéos do sistemamononuclear
fagocitéario (SMF) apés esplenectomiatotal isoladaou
combinada com auto-implante esplénico.

METODO

; Este trabalho foi aprovado pelo Conselho de
Eticaem PesguisaAnimal do Laboratorio de Cirurgia
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Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universdade do Estado do Rio de Janeiro. Todosospro-
cedimentos seguiram, rigorosamente, aregulamentacéo
existente sobre experimentacdo com animais. 819

Foram utilizados 90 ratos Wistar abinos, de
ambos os sexos. Os animais foram divididos em trés
grupos. | - controle - sem manipulagdo cirdrgica;
Il - submetidos a esplenectomiatotal isolada; e lll -
submetidos a esplenectomia total combinada com
auto-implante esplénico. Cada um destes grupos foi
subdividido em dois subgrupos. A - 48 ratos jovens,
com peso variando entre 100 g e 150 g (grupo | -
cinco machos e nove fémeas; grupo |l - oito machos
e sete fémeas; grupo 111 - cinco machos e 14 féme-
as); e B - 42 ratos adultos, com peso variando entre
250 g e300 g (grupo | - quatro machos e dez fémess,
grupo Il - seismachos e nove fémess, grupo 11 - oito
machos e cinco fémeas). Os animais foram coloca-
dos em gaiolas apropriadas, maximo de cinco por
gaiola, e receberam racdo prépria para ratos e agua
ad libitum

ApoGs jejum de seis horas, os animais foram
submetidos a anestesia inalatéria com halotano,
tricotomia abdominal, anti-sepsia com iodopovidine e
colocagdo de campos operatérios. Através de
laparotomia mediana supra-umbilical, procedeu-se a
esplenectomia total. No grupo submetido a auto-im-
plante esplénico, 0 bago, apos pesagem, foi seccionado
transversal mente em cinco fatias, cadaumacom cerca
de 2 mm de espessura. As seccoes esplénicas foram
implantadas no omento maior, mediante sutura conti-
nua, com fio de &cido poliglicdlico 4-0. Os pontos fo-
ram dados aternadamente, no omento e no tecido
esplénico, para que houvesse interposicéo de tecido
omental entre as fatias esplénicas. A laparorrafiafoi
realizada com sutura continua, em dois planos (plano
peritonioaponeurdtico e pele), com fio de acido
poliglicdlico 3-0.

Utilizou-se a linhagem de Escherichia coli
AB1157, marcada com tecnécio-99m (Tc-99m), sob
aforma de pertecnetato de sodio (TcO,Na), a partir
de técnica previamente descrita.?®?! Obteve-se
percentual de marcacdo de bactérias superior a 95%
e concentracao bacteriana correspondente a 108 uni-
dades formadoras de colonias (UFC).

ApGs 16 semanas do inicio do experimento,
sob anestesia inalatéria com halotano, realizou-se
tricotomia cervica e abdomina nos animais, e anti-
sepsia com iodopovidine. Através de cervicotomia
transversa direita, dissecou-se a veia jugular interna,
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e inoculou-se a suspenséo contendo Escherichia
coli marcada com Tc-99m. Depois de 20 minutos
dainoculagéo, os animais foram mortos, com dose
letal de halotano, e submetidos a toracolaparotomia
mediana. Seccionou-se a veia cava caudal, provo-
cando sangramento intra-abdominal que resultou na
formagéo de um coagulo sanguineo. Procedeu-se
a retirada do figado, pulméo e baco ou auto-im-
plante esplénico , assim como do coagul o sangliineo,
gue foram pesados e col ocados em tubos apropria-
dos para contagem radioativa em cintilémetro para
raios gama.

Para efeito de cdculo, utilizou-se um padréo
de dose, contendo 0 mesmo volume e a mesma ativi-
dade da suspensdo deEscherichiacoli marcadacom
Tc-99m inoculada nos animais. A contagem do pa
dréo foi considerada como 100% de radioatividade
inoculada nos animais. O percentua de captacdo de
cada amostra foi calculado pela formula:

cpm da amostra
x 100

% de captacéo = —
cpm padréo

Levando-se em consideracéo a massa de fi-
gado, pulmdo, baco ou auto-implante e do codgulo
sangliineo, o percentual de captacdo por grama de
tecido, foi caculado pelaformula

% de captagéo de cadatecido

% de captagdo / g =
paeorg massa de cada amostra (g)

O percentual de captacdo de cada 6rgéo
(massatota) foi calculado pelaféormula

% de captacdo do 6rgdo =
% de captagdo / g x massatota do érgdo (g)

Durante as laparotomias para retirada dos
0rgados, em dez ratos jovens e dez adultos, colheu-se
1,0 ml de sangue daveia cava caudal, que foi coloca-
do em tubo de ensaio e deixado em repouso por 24
horas. Esses tubos foram centrifugados, para tota
individuaizacdo de soro e coagulo. Os coagulos fo-
ram pesados, observando-se que, em media, cada
mililitro de sangue resultou em 0,49065 g de coégulo,
em ambos os subgrupos. Como um rato de 250 g tem
16 ml de sangue, equivale dizer que o volume total de
sangue circulante nesse mesmo rato resultaem 7,8504
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g de coagulo.?> Mediante a massa de coagul o, calcu-
lou-se o percentual de captacéo de todo o sangue de
cada animal.

Normalizou-se a distribuicdo de bactérias
captadas, assumindo-se que figado, pulmé&o e bago ou
auto-implante, acrescidos do sangue (bactériasrema-
nescentes na corrente sangliinea), respondem pela
totalidade da captagdo (100%).

As andlises estatisticas visaram a compara-
¢do do comportamento dos grupos e subgrupos de
animais, no que tange a captacdo de bactérias
marcadas com Tc-99m pelo figado, pulméo e baco ou
auto-implante, bem como do remanescente bacteriano
na corrente sanglinea. O teste t de Student foi apli-
cado a pares de grupos e subgrupos de animais. Fo-
calizando as variagbes na captacéo de bactérias no
figado, pulmé&o, baco ou auto-implante, e sangue, utili-
Zou-se ainda modelos de regresséo linear multipla
Nesses modelos explorou-se os efeitos independen-
tesdo peso final, faixa etéria e sexo dos animais, bem
como da esplenectomia total e do auto-implante
esplénico, comparados ao grupo controle. Também
considerou-se a possibilidade de o0 sexo dos animais
modificar o efeito do peso fina pelainclusio de um
termo de interacdo dessas variaveis. O nivel de
significancia considerado foi de 5%.2

RESULTADOS

A tabela 1 mostra a andise descritiva dos
percentuais de captacdo de bactérias. A andlise com-
parativaentre animaisjovense adultos, dentro decada
grupo, mostrou ndo haver diferenca nos percentuas
de captagdo de bactérias pelos 6rgéos do SMF. As
nicas excegdes foram observadas na comparacéo
deanimaisjovenseadultos submetidos aauto-implante
esplénico, no que se refere a captagdo pelo figado e
pulmdo: o percentua de captacdo hepdtica em ani-
mais jovens foi maior que em animais adultos
(p=0,0081) e, em contraposicao, a captacéo pulmo-
nar em animais adultos foi maior que em animais jo-
vens (p=0,0072) (Tabela 2).

A comparagdo entre 0s grupos, consideran-
do animais jovens ou adultos, separadamente, € apre-
sentada na Tabela 3. No que tange ao remanescente
bacteriano no sangue, ele foi maior no grupo
esplenectomizado. Por outro lado, ndo houve diferen-
caentre abacteremiados animais do Grupo-Controle
e a dos submetidos a auto-implante. O percentual
meédio de captacdo pel o bago e pelo figado de animais
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Tabela 1 - Andlise descritiva dos percentuais de captacéo de Escherichia coli, por animais jovens e
adultos, nos grupos controle (1), com esplenectomia total isolada (I1) e esplenectomia total combinada

com auto-implante esplénico (I11).

Grupos Animaisjovens Animais adultos
Figado Pulmdo Baco Sangue| Figado Pulmdo Baco  Sangue
I Média 77,2551 17,6436 25126 25887 | 784926 164909 22901 2,7264
DP 46719 38343 0,799 15226 38310 42204 08773 09827
1 Média 77,3743 18,3786 --- 42471 759407 19,0428 --- 5,0165
DP 53058 46277 --- 21774 32519 34521 --- 1,7609
1l Média 79,0740 165384 09427 34449 | 752450 205706 12474 29370
DP 37779 36441 00,7596 1,7574 37139 42213 0,7284 1,2906
DP - Desvio padréo
do Grupo-Controle foi maior que o dos auto-implan- DISCUSSAO

tes, tanto em animais jovens (p<0,0001) quanto adul-
tos (p=0,0026). Entretanto, a captagdo pelo pulméo
foi maior no grupo com auto-implante esplénico do
gue no Grupo-Controle.

Nos modelos de regressdo linear mltipla,
para animais jovens e adultos, separadamente, ob-
Servou-se que, nos adultos, o grupo com auto-im-
plante apresentou captacdo maior pelo pulméo
(p=0,0114) e menor pelo figado (p=0,0176). Tam-
bém observou-se que fémeas jovens apresentaram
menor captacdo pelo pulméo que fémeas adultas
(p=0,0218). A captacdo de bactérias pelo auto-im-
plante foi menor que a do bago, tanto ao considera-
rem-se todos os ratos (p<0,0001), quanto ao consi-
derarem-se somenteratosjovens (p<0,0001) ou adul-
tos (p=0,0620).

O auto-implante esplénico em animaisjovens
parece propiciar melhor regeneracdo morfolégica e
maior recuperacéo daatividade funciona que em adul-
t0s.242¢ Essa foi a razéo para redizar-se 0 mesmo
experimento com animais em duas faixas etérias, jo-
vem e adulta. Quanto mais jovem o animal, maior a
sua capacidade de regeneracdo tecidual, o que pode
explicar amelhor recuperacdo funciond do implante
esplénico autdgeno nesses animais. 2

Utilizamos a linhagem selvagem de
Escherichia coli AB1157, por fazer parte da flora
intestinal normal, em humanos, e por ser responsavel
por cerca de 12% dos casos de | FPE.® Essas bacté-
rias gram-negativas predominam nas infecgbes em
pacientes esplenectomizados idosos e debilitados por

Tabela 2 - Comparacao entre subgrupos de animais (jovens - A vs. adultos - B), em um mesmo grupo,

pelo teste t de Student - valores de p.

Subgrupos Figado Pulméo Baco ou Sangue
auto-implante

IA - 1B 0,4527 0,4562 0,4895 0,7783

A - 11B 0,379 0,6593 --- 0,2964

A - 111B 0,0081* 0,0072* 0,2662 03811

* Diferenca significativa

| - Grupo-Controle

Il - Esplenectomia total isolada

111 - Esplenectomia total combinada com auto-implante esplénico
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Tabela 3 - Comparacéo entre subgrupos de animais (jovens - A vs. adultos - B), nos trés grupos, pelo

teste t de Student ( valores de p).

Subgrupos Figado Pulméo Baco ou Sangue
auto-implante
A - 11A 0,9494 0,6465 --- 0,0257*
A - 1A 0,2255 0,4060 0,0000* 0,1539
HA- 1A 12834 0,2034 --- 0,2429
IB - 1IB 0,0649 0,0851 --- 0,0002*
IB - 111B 0,0359* 0,0189* 0,0026* 0,6360
B - 1B 0,6015 0,3017 --- 0,0016*

* Diferenca significativa

| - Grupo-Controle

Il - Esplenectomia total isolada

Il - Esplenectomia total combinada com auto-implante esplénico

doencas crbnicas. Para estudo da resposta a
inoculacdo de bactérias gram-negativas, a via
intravenosa parece mimetizar melhor asituaggo clini-
Cca, Visto que a sepse devido a essas bactérias é pro-
veniente do sistema digestorio e ndo do respiratorio.

Ja foi mostrado que a presenca de tecido
esplénico remanescente funcionante in situ propicia
mel hor depuracéo sanguiineade Escherichia coli,em
ratos e coelhos.!*?” Contudo, ainda ndo havia sido
avaliada a depuracdo sanguinea dessas bactérias
gram-negativas, ndo-encapsuladas, pelos 6rgaos do
sistema mononuclear fagocitério (SMF), em ratos
submetidos a esplenectomiatotal isoladaou combina
da com auto-implante esplénico.

De acordo com aliteratura, 0 bago € respon-
savel por 25% a 30% da depuracdo sanguinea reali-
zadapelo SMF.82627 Tais estudos, realizados em sua
maioria com substéncias coloidais, ndo foram com-
provados pelos resultados do presente trabalho, con-
duzido com bactérias. A participacéo dos 6rgaos do
SMF na fagocitose de bactérias difere da verificada
com substancias coloidais. O figado € o érgéo com
maior capacidade de depuracéo sanglinea, tanto de
coléide quanto de bactérias. Em seguida, o baco re-
move mais substancias coloidais, enquanto o pulméo
€ 6rgdo que mais depura bactérias do sangue.

Poder-se-ia especular que o maior indice
fagocitario pulmonar se devaao fato de abactériater
sido inoculada pela veia jugular interna, permitindo,
assm, que o primeiro contato com os principais or-
géos do SMF ocorra no pulméo. Dessa forma, os
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macr6fagos pulmonares exerceriam maior agao, por
entrarem em contato com um grande indculo
bacteriano que ainda néo passou pelo figado e pelo
baco. N&o encontramos dados na literatura que mos-
trem o baco como primeiro 6rgéo de contato com a
bactéria. Paraquetal ocorra, abactériadeve ser ino-
culada na aorta toracica, permitindo que acance, Si-
multaneamente, baco e figado.

A captacéo de bactérias pelo bago de ani-
mais do Grupo-Controle foi maior que o dos auto-
implantes esplénicos, tanto para ratos jovens quan-
to para adultos, embora nesses Ultimos essa dife-
renca seja menor. Da mesma forma, na compara-
¢ao entre animai s esplenectomizados e aquel es sub-
metidos a auto-implante esplénico, em ambos os
sexos, ratos adultos esplenectomizados apresenta-
ram maior remanescente bacteriano no sangue,
enquanto com 0s jovens nao ocorreu diferenca.
Ainda que possam refletir caracteristicas especifi-
cas da amostra analisada, esses achados sugerem
que, em animais adultos, com maior massa esplénica
regenerada, a atividade fagocitéria seja maior que
em jovens.

No presente estudo, animais com implante
esplénico autdgeno apresentaram melhor fungédo
fagodtériados 6rgaosdo SMF que osesplenectomizados,
com diminuicdo do remanescente bacteriano no sangue,
comprovando melhor funcéo depuratoria.

Diversos traba hos tém mostrado que o auto-
implante esplénico € um procedimento smples e que
n&o se associa a grandes complicagdes. Sua utiliza-
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¢ao possibilita a recuperacdo de diversas fungdes do
baco e pode levar a possivels beneficios em huma:
nos.**41% Nossos achados sugerem que o0 auto-im-

plante espléni co preservaafuncdo fagocitériado bago
e propicia protecaéo contra a sepse por Escherichia
coli, em rato.

ABSTRACT

Background: Splenic autotransplantation seems to bethe only alternative for the preservation of
splenic tissue, after total splenectomy. The present study was perfomed to analyze Escherichia coli
depuration by mononuclear phagocytic system organs after total splenectomy and splenic
autotransplantation. Methods: We utilized an experimental model including young and adult Wistar
rats, of both sexes, submitted to total splenectomy and splenic autotransplantation. The evaluation
method was intravenousinoculation of a suspension of Escherichia coli label ed with technetium-99m.
We analyzed bacteria uptake by mononuclear phagocytic system organs and bacteria remnant in the
bloodstream. Results: There was no difference between young and adult animalsin bacteria uptake by
mononuclear phagocytic system organs. The mean percentage uptake by spleen and liver of animals
in the control group was higher than that observed for animals with splenic implants. However,
bacteria uptake in the lung was higher in the splenic implant group than in the control group.
Although spleen bacteria uptake in the control group animals has been higher than that of animalsin
the splenic implant group, the remnant bacteria in the bloodstreamwas similar. Animals submitted to
isolated total splenectomy showed higher bacteria remnant in the bloodstream than animals of the
control group or the group submitted to total splenectomy combined with splenic autotransplantation.
Conclusion: Our resultsindicate that autogenous splenic implant is efficaciousin bacteria depuration
in rats, by means of their macrophages phagocytosis. In addition, it does not modify bacteria removal
function of liver and lung.

Key Words. Spleen; Sepsis; Splenectomy; Phagocytosis; Escherichiacoli; Rats, wistar.
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