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Splenic implant preservation after conservation in lactated Ringer’s solution
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RESUMDO

Objetivo: avaliar morfologia e funcdo de tecido esplénico autdégeno, implantado no omento maior, 24 horas ap6s conservacdo em
solugdo de Ringer-lactato. Métodos: foram estudados 35 ratos machos, distribuidos em sete grupos (n=5): Grupo 1: sem esplenectomia;
Grupo 2: esplenectomia total sem implante; Grupo 3: esplenectomia total e implante autégeno imediato; Grupo 4: esplenectomia total,
preservacao do baco em Ringer-lactato a temperatura ambiente, em seguida, fatiado e implantado; Grupo 5: esplenectomia total,
baco fatiado e preservado em Ringer-lactato a temperatura ambiente antes de ser implantado; Grupo 6: esplenectomia total com
preservacao do baco em Ringer-lactato a 4°C e, em seguida, fatiado e implantado; Grupo 7: esplenectomia total e baco fatiado, para
preservacao em Ringer-lactato a 4°C antes de ser implantado. Ap6s 90 dias, realizaram-se estudos cintilograficos com estanho coloidal-
Tc99m (figado, pulméo, baco ou implante e codgulo), hematoldgicos (eritrograma, leucometria, plaguetas), bioquimicos (eletroforese
de proteinas) e anatomopatolégicos. Resultados: ocorreu regeneracao dos implantes esplénicos autdogenos nos animais dos grupos
com preservacao do baco a 4°C. A captacdo de estanho coloidal foi superior nos grupos 1, 3, 6 e 7 em relagdo aos demais. Nao houve
diferenca nos valores hematimétricos nos sete grupos. A eletroforese de proteinas mostrou diminui¢do da fracdo gama no grupo de
animais esplenectomizados em relagdo aos grupos operados. Conclusao: o tecido esplénico conservado em solugdo de Ringer-lactato a
temperatura de 4°C mantém sua estrutura morfoldgica e permite a recuperacao funcional apds ser implantado sobre o omento maior.

Descritores: Baco. Implantes Experimentais. Reducdo do Dano. Preservacao de Orgaos.

INTRODUCAO

Acirurgia de controle de danos consiste na interrupcao
imediata da hemorragia e da contaminacédo devido a
um trauma grave, seguida de fechamento temporario da
cavidade corporea e estabilizacdo geral do paciente. Apds
24 a 72 horas, realiza-se nova operacdo, para reparar
os danos sofridos™. A esplenectomia total tem sido
utilizada como tratamento de lesdes esplénicas graves
nessa situacdo. Apesar de salvar a vida do paciente, esse
procedimento resulta em complicacdes relacionadas ao
estado asplénico. Para evitar essa adversidade, a remocao
total do baco vem sendo substituida por tratamentos
conservadores como a esplenectomia parcial ou subtotal
e os implantes autégenos®1°,

O baco ¢ responsavel por 30% da funcdo do
sistema mononuclear fagocitario' e participa da sintese
de fatores do complemento, de imunoglobulinas e de
outras opsoninas. Ele retira da circulacao eritrécitos
alterados, particulas anémalas e micro-organismos
circulantes™3,

Os primeiros implantes esplénicos autdgenos
sdo atribuidos a Griffini e Tizzioni, em 1883, que 0s
realizaram em caes. No homem, em cirurgia para
tratar trauma esplénico, comecou a ser utilizado em
1896. Petroianu' ', a partir de 1985, passou a realizar
implantes esplénicos autégenos no omento maior em
pacientes com diversas afeccdes, como hipertensao
porta, hepatoesplenomegalia mieloide, doenca de
Gaucher, leucemia, dor esplénica intensa e trauma'>'8. Os
resultados desse procedimento comprovaram a eficacia
dos implantes em preservar as funcdes do baco.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em modelo
experimental, a preservacdo morfolégica e funcional do
tecido esplénico autégeno implantado no dia seguinte a
retirada do baco, apds sua conservacdo em solucao de
Ringer-lactato.

METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG), protocolo 265/2008.

1 - Faculdade de Medicina da UFMG, Departamento de Cirurgia, Belo Horizonte, MG, Brasil. 2 - Faculdade de Farmacia da UFMG, Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas (Laboratério de Radioisétopos), Belo Horizonte, MG, Brasil. 3 - Faculdade de Medicina da UFMG, Departamento de

Anatomia Patolégica, Belo Horizonte, MG, Brasil.
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Trinta e cinco ratos (Rattus norvegicus
albinus) machos, da linhagem Holtzman, adultos, foram
distribuidos aleatoriamente em sete grupos (n=5): Grupo
1- sem esplenectomia; Grupo 2- esplenectomia total,
Grupo 3- esplenectomia total e implante de tecido
esplénico autégeno no omento maior, imediatamente
apos a retirada do baco; Grupo 4- esplenectomia total,
com preservacdo de todo o baco em solucao de Ringer-
lactato a temperatura ambiente durante 24 horas. Em
seguida o baco foi fatiado e implantado sobre o omento
maior; Grupo 5- esplenectomia total, e seccdo do baco
em fatias preservadas em solucdo de Ringer-lactato a
temperatura ambiente por 24 horas, em seguida as fatias
esplénicas foram implantadas no omento maior; Grupo
6- esplenectomia total, com preservacdo de todo o baco
em solucdo de Ringer-lactato a temperatura de 4°C por
24 horas, em seguida o baco foi fatiado e implantado
sobre o omento maior; Grupo 7- esplenectomia total,
e seccdo do baco em fatias preservadas em solucao de
Ringer-lactato a temperatura de 4°C por 24 horas, em
seguida as fatias esplénicas foram implantadas sobre o
omento maior.

Os ratos foram agrupados em gaiolas, uma
para cada grupo, e receberam racdo comum para ratos e
agua ad libitum. Nenhum procedimento foi realizado no
Grupo 1. Nos grupos 2 a 7, apés anestesia com associacao
de cloridrato de quetamina (50mg/kg) e cloridrato de
xilazina (5mg/kg), por via intramuscular, procedeu-
se a esplenectomia total por meio de laparotomia
mediana supraumbilical. No Grupo 3, o baco foi fatiado
transversalmente em cinco segmentos, trés dos quais
foram suturados imediatamente sobre o omento maior,
com chuleio, utilizando fio de prolene 6-0. Ao término
dessa sutura, o omento foi dobrado sobre si, para recobrir
0s segmentos esplénicos. Apds a revisdo da cavidade
abdominal e da hemostasia, a parede abdominal foi
fechada em dois planos, utilizando fio monofilamentar
de seda 2-0.

Nos animais dos grupos 4, 5, 6 e 7 o baco
retirado foi colocado em um frasco de Becker de 25ml,
contendo solucdo de Ringer-lactato, inteiro ou fatiado,
conforme o grupo. Apds 24 horas, a cavidade abdominal
foi reaberta no local suturado e os implantes autdégenos
foram realizados utilizando a mesma técnica descrita para
o Grupo 3.

Decorrido o periodo de acompanhamento de
90 dias, apds anestesia, foi injetado 1,0ml de solucdo de
estanho coloidal marcado com 99mTc (110MBg/3mCi)
na veia da cauda. Apds 20 minutos, estudou-se
cintilograficamente todo o rato em aparelho de gama-
camara. Apods laparotomia mediana, coletaram-se
3,0ml de sangue da veia cava abdominal, para estudo
hematoldgico. Esse sangue foi coletado em frasco
com EDTA, para eritrograma, leucometria fracionada
e dosagem de plaquetas. Outra amostra de sangue foi
coletada em frasco sem anticoagulante, para avaliacdo
da albumina e fracdo gama, utilizando o método de
eletroforese de proteinas.

Em seguida, retiraram-se o baco ou implantes,
o figado, os pulmdes e um coagulo sanguineo. Cada uma
dessas estruturas foi colocada em um copo de plastico de
20ml e introduzida no colimador do aparelho de gama-
camara, para dosagem da captacdo do radiofarmaco
em cada tecido e seu remanescente sanguineo. Apos
o estudo cintilogréfico, os implantes foram fixados em
formaldeido salino tamponado a 10%, para posterior
avaliacao histologica.

A andlise da funcdo fagocitaria, por meio da
captacdo do estanho coloidal pelo método cintilogréfico,
foi estimada pelas contagens radioativas por grama de
tecido. Cada amostra foi pesada imediatamente apds
a sua retirada, levando em consideracdo o peso das
amostras de figado, baco ou implantes, pulmao e codgulo
sanguineo, a radioatividade da amostra foi calculada pela
contagem por minuto (cpm) de captacdo por grama (g)
de tecido™?".

Para efeito de célculo, considerou-se a soma das
radioatividades das amostras de figado, tecido esplénico,
pulmao e coagulo sanguineo de um mesmo animal como
equivalente a 100% da radioatividade injetada nele. Para
calcular o percentual de captacdo de cada tecido, utilizou-
se a seguinte formula?': % = (cpm/g da amostra x 100) /
cpm/g de todas as amostras.

Os dados foram apresentados como média
e erro padrdo da média. Para comparacao dos valores
hematimétricos e imunitarios, e da porcentagem captada
pelo sistema mononuclear fagocitério do figado, baco
ou implantes, pulmdes e coagulo dos diferentes grupos,
utilizou-se o teste de normalidade de Kolmogorov-
Smirnov, seguido pelo teste de Bartlett. Quando os dados
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apresentavam distribuicdo normal e mesma variancia,
realizou-se o teste paramétrico de andlise de variancia
(ANOVA), seguido pelo teste de comparagao multipla de
Tukey-Kramer. Quando os valores ndo apresentavam a
distribuicdo normal, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis,
sequido pelo teste de comparacdo multipla de Dunn-
Bonferroni. Todos os resultados foram considerados
significativos para uma probabilidade de significancia

superior a 95% (p<0,05).

RESULTADOS

Todos os ratos toleraram bem a anestesia
e evolufram satisfatoriamente, com recuperacdo pos-
anestésica rapida e atividade motora aparentemente
normal. A esplenectomia foi realizada sem complicages
intraoperatoérias em todos os animais. Todos os ratos
sobreviveram 90 dias. Nas reoperacbes apds 90 dias,
nao se observaram colecdes intra-abdominais. Em
todos os animais dos grupos 4 e 5 ndo se observaram

implantes esplénicos no omento. Nos grupos 6 e 7 foram

encontrados implantes esplénicos com aspecto normal

Ui

(Figura 1).

™ Y
Figura 1. Aspecto macroscépico dos implantes (setas) sobre o omento
maior.

No grupo em que a esplenectomia total foi
complementada com implante de tecido esplénico
autégeno no omento maior, imediatamente apés a retirada
do baco (Grupo 3), a cintilografia mostrou imagens nitidas
do figado e dos implantes esplénicos. Entretanto, houve
auséncia da imagem dos implantes esplénicos nos grupos

com preservacao do baco em solugdo de Ringer-lactato a
temperatura ambiente (Grupos 4 e 5).

No grupo com preservacao do baco inteiro em
solucdo de Ringer-lactato a temperatura de 4°C durante
24 horas (Grupo 6) e no grupo com preservacao do baco
fatiado em solucdo de Ringer-lactato a temperatura
4°C durante 24 horas (Grupo 7), a cintilografia mostrou
imagens nitidas dos implantes (Figuras 2A e 2B). O
omento com os implantes foram retirados para imagem
cintilograficas, devido a sobreposicdo do figado.

Figura 2. Imagem cintilogréafica dos implantes.

A captacao relativa (percentual) do radiofarmaco
foi maior no tecido esplénico do Grupo 1 (sem
esplenectomia), Grupo 3 (implante autégeno imediato),
Grupos 6 e 7 (implantes autdgenos apds preservacao
do baco em solucdo de Ringer-lactato a temperatura de
4°C) (p=0,0003). Nos demais grupos (2, 4 e 5) ndo houve
registro de tecido esplénico. (Figura 3).
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Figura 3. Captacao relativa por érgao ou tecido.
* p=0,0003 (Krusksl-Wallis) — 1>2=4=5 (Dunn-Bonferroni); ** p=0,0271
(Anova) — 2=4>1 (Turkey-Kramer).

A comparacdo cintilografica dos tecidos do
sistema mononuclear fagocitario indicou em todos os
grupos maior captacao no figado, seguido pelo baco (no
grupo em que houve sua preservacao) e depois pulmao
(p=0,0271) (Figura 3). Quando se comparou a presenca
de radiofarmaco no sangue circulante (codgulo), ndo
houve diferenca entre os grupos (p=0,3155).
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A tabela 1 mostra a comparagao das dosagens
do eritrograma, concentracéo da hemoglobina e
hematdécrito por grupos apés 90 dias. Ocorreu elevagao
da média da contagem de leucdcitos no grupo de animais

Tabela 1. Resultados dos exames laboratoriais dos animais por grupo.

com implante autégeno de fragmentos esplénicos
preservados a temperatura ambiente em relacéo a todos

0s outros grupos apo6s 90 dias das operagdes (p=0,0235).

Exame
Eletroforese Eletroforese
Hemacias Hemoglobina Hematocrito  Leucdécitos Plaquetas  de proteinas de proteinas
Grupo (Hemx10¢%/dl) (g/dl) (%) (Leucx10/dl)  (Plagx10%dl)  Albumina Fracao Gama

(grdl) (g/dl)

1 9,07+0,17 15,54+0,20 49,56+0,97 5,21+1,40 555,20+35,07 2,22+0,06 0,31+0,13
2 9,76+0,38 15,86+0,67 51,18+2,18 6,90+0,98 583,20+98,76 1,96+0,09 0,09+0,01
3 9,49+0,14 15,90+0,27 49,55+0,88 6,46+0,70 744,75+55,45 2,00+0,14 0,43+0,13
4 9,47+0,18 15,38+0,18 47,90+0,87 7,91+1,46 700,20+78,98 2,00+0,09 0,49+0,16
5 9,16+0,31 14,53+0,96 45,05+3,08 15,89+4,48 756,00+129,40 1,74+0,24  0,59+0,15
6 8,86+0,19 14,86+0,24 46,14+1,00 10,09+2,19 625,00+46,26 2,12+0,09 0,55+0,18
7 8,42+0,56 13,86+1,09 42,76+3,46 13,63+2,94 615,80+47,27 1,88+0,21 0,60+0,17

1- Sem esplenectomia, 2- Esplenectomia, 3- Esplenectomia total com implante autégeno no mesmo ato operatorio; 4- Esplenectomia total com
preservacao do baco inteiro em solucdo de Ringer-lactato a temperatura ambiente e implante autégeno apds 24 horas, 5- Esplenectomia total com
preservacao do baco fatiado em solucdo de Ringer-lactato a temperatura ambiente e implante autégeno apds 24 horas, 6- Esplenectomia total com
preservacao do baco inteiro em solugédo de Ringer-lactato a temperatura de 4°C e implante autégeno apds 24 horas; 7- Esplenectomia total com
preservacao do baco fatiado em solucéo de Ringer-lactato a temperatura de 4°C e implante autégeno apds 24 horas.

Os implantes autégenos dos grupos 3, 6 e 7
apresentaram o mesmo padrdo histoldégico (Figura 4),
todos sem diferenca com o aspecto do baco normal
(Grupo1).

2 A

Figura 4. Aspecto histolégico dos implantes. Polpa branca (B), vermelha
(V) e artéria central (seta).

DISCUSSAO

O baco tem varias funcbes essenciais ao
organismo. Nesse 6rgao ocorre a formacéo de linfécitos e
monaocitos e a fagocitose de particulas estranhas, parasitas,
bactérias, fungos e virus'"'3, sendo responsavel por 30%
da funcao do sistema mononuclear fagocitario. Esse érgao
também participa da sintese de fatores do complemento
e de imunoglobulinas. Difere dos linfonodos por receber
antigenos oriundos do sangue e nao da linfa. Além de
ser fundamental no sistema de defesa do organismo, o
baco retira da circulacdo eritrocitos alterados e particulas
andmalas do interior das células circulantes, como os
corpUsculos de Howell-Jolly, Heintz e Pappenheimer.
Essa depuracdo é realizada pelos macréfagos dos
corddes esplénicos, por meio de fagocitose direta sem a
necessidade de opsonizacao'>'4,

LesGes esplénicas
abdominal sdo tratadas, na maioria dos casos, sem
operacdo devido ao reconhecimento da importancia
da funcdo imunitaria do baco e dos efeitos adversos

decorrentes de trauma
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decorrentes da asplenia. Mesmo gquando é necesséria
a intervencdo cirlrgica, as opgcdes tém sido pela
preservacdo do orgao, com suturas esplénicas, ligaduras
vasculares, aplicacdo de agentes hemostaticos tdpicos,
esplenectomias parciais e esplenectomias subtotais. Nos
casos em que é inevitavel a retirada completa do baco, o
implante autégeno do tecido esplénico é a alternativa'#22.

Aconducaodotraumaesplénicodeve considerar
0 paciente como um todo, em seus aspectos fisioldgicos
e de comorbidades. As decisdes sao diferenciadas em
adultos e criancas. Em trauma pediatrico, recomenda-
se com nivel 2B que o baco deva ser preservado mesmo
gue parcialmente, e o tratamento nao operatoério deve
ser tentado mesmo frente a pacientes com traumatismo
cranioencefalico ou raquiemdular associados. Em adultos,
na falha do tratamento ndo operatério a esplenectomia
estd indicada, sendo esta ainda hoje praticada em
24% a 35% dos pacientes, onde em apenas 1% a 6%
se pratica a rafia do baco. Neste grupo, quando da
vigéncia traumatismo cranio-encefalico ou raquimedular
associado, esta indicada e esplenectomia?.

O autoimplante esplénico foi descrito
principalmente apo6s esplenectomias por trauma grave'.
Esta operacdo baseia-se na esplenose, ou seja, na
implantacdo espontanea de fragmentos de bago em
qualquer parte do corpo, principalmente no abdome,
apos lesao esplénica grave. O tecido esplénico é capaz
de manter sua vitalidade em qualquer local do organismo
em que for implantado. Estudos experimentais indicaram
gue o melhor lugar para implantar fragmentos esplénicos
é 0 omento maior. Essa escolha ndo se deve apenas ao rico
suprimento de sangue do omento, mas ao fato de que o
sangue drena para o figado através do sistema portal,
gue também ¢é a drenagem natural do baco. Isso pode
ser particularmente Util em termos de funcdes esplénicas
e producdo de imunoglobulinas, complementos e
substancias metabolicas?*%.

A literatura mostra algumas complicagbes
dos implantes esplénicos, como hemorragia, obstrucao
intestinal ou perfuracdo. Estas complicacdes ocorrem
guando os implantes sdo de tamanho maior ou ndo séo

cobertos pelo omento maior, para evitar aderéncias com
o0 intestino ou outra estrutura abdominal.

Pister e Leon Pachter®® realizaram revisao
sobre implantes de baco em humanos e animais, mas
ndo conseguiram demonstrar reducdo das taxas de
morbidade e mortalidade relacionadas as subsequentes
infeccbes bacterianas. Outros estudos mostraram que
hd necessidade de pelo menos 25% da quantidade de
tecido existente em um baco normal para preservar todas
as funcdes desse 6rgdo?>?>32. A experiéncia do presente
grupo de pesquisa com os implantes esplénicos para
hipertensdo porta, Doenca de Gaucher, e metaplasia
mieloide, assim como na presenca de leucemia linfocitica
cronica, mostraram auséncia de particulas anormais em
amostras de sangue, sugerindo que a funcao de fagocitose
esta presente no tecido esplénico implantado’ 8,

A solucdo de Ringer-lactato ¢ uma solucao
fisiol6gica de baixo custo disponivel na maioria dos blocos
cirurgicos. Este estudo mostrou que essa solucdo foi
suficiente para preservar a vitalidade do tecido esplénico
em temperaturas baixas. Resta ainda a duvida sobre a
melhor temperatura para conservar tecido esplénico,
apesar de a temperatura de 4°C em geladeira comum
mostrar-se adequada para manter a vitalidade do tecido
esplénico. Nos animais em que o implante foi realizado
apos sua preservacao em Ringer-lactato a temperatura de
4°C (grupos 6 e 7), o exame cintilografico nao foi diferente
daqueles com implantes realizados imediatamente apds
a retirada do baco (Grupo 2). Esse fato confirma a boa
funcdo de depuracéo presente no dia sequinte a retirada
do baco.

De acordo com os indicios deste estudo
experimental, é pertinente supor que nos casos de
trauma grave com indicacdo de esplenectomia total, o
baco retirado pode ser preservado em solucdo de Ringer-
lactato esfriado em geladeira para manter sua vitalidade,
e ser utilizado como implante autégeno, no omento
maior, durante a reoperacdo para reparo do dano.
Esse procedimento, que dura menos de cinco minutos,
pode restabelecer as funcdes esplénicas e prevenir as
complicagbes da asplenia.
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ABSTRACT

Obijective: to evaluate the morphology and function of autogenous splenic tissue implanted in the greater omentum, 24 hours after
storage in Ringer-lactate solution. Methods: we divided 35 male rats into seven groups (n=5): Group 1: no splenectomy, Group 2: total
splenectomy without implant; Group 3: total splenectomy and immediate autogenous implant; Group 4: total splenectomy, preservation
of the spleen in Ringer-lactate at room temperature, then sliced and implanted; Group 5: total splenectomy, spleen sliced and preserved
in Ringer-lactate at room temperature before implantation;, Group 6: total splenectomy with preservation of the spleen in Ringer-
lactate at 4°C and then sliced and implanted; Group 7: total splenectomy and the spleen sliced for preservation in Ringer-lactate at
4°C before implantation. After 90 days, we performed scintigraphic studies with Tc99m-colloidal tin (liver, lung, spleen or implant and
clot), haematological exams (erythrogram, leucometry, platelets), biochemical dosages (protein electrophoresis) and anatomopathological
studies. Results: regeneration of autogenous splenic implants occurred in the animals of the groups with preservation of the spleen at 4°C.
The uptake of colloidal tin was higher in groups 1, 3, 6 and 7 compared with the others. There was no difference in hematimetric values in
the seven groups. Protein electrophoresis showed a decrease in the gamma fraction in the group of splenectomized animals in relation to
the operated groups. Conclusion: the splenic tissue preserved in Ringer-lactate solution at 4° C maintains its morphological structure and

allows functional recovery after being implanted on the greater omentum.

Keywords: Spleen. Implants, Experimental. Trauma and Stressor Related Disorders. Organ Preservation.
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