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RESUMO - Osgrvo. Verificar o efeito da ligadura dos vasos
esplénicos principais no baco de ratos e a influncia do tratamento
com o oxigénio hiperbarico apos a ligadura,

Meronos. Foram operados 69 ratos Wistar, machos, de 285 a
375 g Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos:
grupo |: quatro ratos, simulagdo; grupo 2: 34 ratos, ligadura
simultinea da artéria e veia esplénica; grupo 3: 31 ratos, ligadura da
artéria e veia esplénica seguida de oxigenioterapia hiperbdrica no
pos-operatdrio por |l dias, sendo mortos no 12° dia. O bago era
retirado e incluido em parafina para estudo microscopico.

Resuirapos. O baco era normal em 8,82% e 45,16%, respectiva-
mente, no grupo que sofreu a ligadura vascular sem ou com
oxigenioterapia hiperbdrica (p= 0,01). O percentual de massa
viavel do tecido esplénico nos bacos que infartaram em relacdo ao

percentual da massa corporal dos animais ndo diferiu entre os
grupos 2 e 3. O aspecto histopatoldgico mostrou arquitetura pre-
servada na porcio nao infartada nos dois grupos e neoformacio
conjuntivo-vascular ~ cicatricial mais acentuada no grupo que rece-
beu oxigénio hiperbarico.

Conclusoes, O tratamento com oxigénio hiperbarico, a partir
do pos-operatorio imediato, apos a ligadura simultinea da artéria
e da veia esplénicas, reduziu significativamente a freqiéncia dos
infartos, mas nao alterou o percentual de massa viavel dos bacos,
quando o infarto ocorreu, e acelerou o processo de cicatrizagdo,
com aumento da proliferacdo de fibroblastos e da neoformacdo
vascular,

Unirermos: Radiobiologia. Bago. Infarto do bago. Ratos de laboratério.

INTRODUCAO

A ligadura da artéria esplénica, em ratos
normais, reduz a massa funcional do bago',
combate o hiperesplenismo induzido por liga-
dura da veia esplénica®* e a hipertensdo porta
experimental®. A ligadura isolada da veia
esplénica no rato induz hiperesplenismo®. Os
resultados de ligadura simultanea de artéria e
da veia esplénicas ndo tém sido descritos em
modelos experimentais. Ha relato da ligadura
simultanea da artéria e veia esplénicas em
pacientes durante a pancreatectomia caudal,
mas sem informacdo sobre as conseqiiéncias
para o bago®®’.

A oxigenoterapia hiperbérica (OHB) redu-
ziualesdo de reperfusdo apds isquemia, quando
administrada antes da oclusdo coronariana em
ratos®, na fase de reperfusdo em coelhos’ e em
caes'®. Na isquemia cerebral focal, em ratos, a
OHB reduziu a lesdo verificada sem
reperfusdo'"'2, com reperfusdo imediata™®'* ou
com seis horas de reperfusdo’. Resultado

*Correspondéncia:
Rua Santa Rita de Céssia, 777
Telefone: (27) 3222-1545 - Fax: (27) 3323-4827
Bairro de Lourdes - 29042-753 - Vitéria-ES
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semelhante, demonstrado pela reducdo do
tamanho da drea do infarto, foi relatado em
cérebro de gatos observados nas trés primeiras
horas apds a isquemia'®. Protecdo também foi
observada no cérebro de ratos'" e de
gerbilos'®, apos a ligadura da cardtida.

Ja nos modelos de isquemia do intestino
delgado, o efeito da OHB apresentou resulta-
dos limitados, tendo sido observada protecao
parcial apenas para segmentos isquemiados
com 3 ¢m de extensdo, fato ndo observado
quando o segmento isquemiado era maior'?.
Efeito protetor do oxigénio hiperbarico foi
demonstrado por meio de estudo morfo-
métrico na enteropatia apods irradiagio em
camundongos® e na isquemia e reperfusdo
em ratos?'.

Ausénciade protecdo da OHB naisquemia
cerebral focal permanente (4 horas) foi
também relatada por Hjelde et al.?? Efeitos
divergentes da OHB dependente dotempo de
observacdo foram relatados em ratos com
isquemia cerebral seguida de reperfusdo. No
grupo tratado com OHB e avaliado 3 e 6 horas
apos a reperfusdo, houve reducdo significativa
daéreainfartada , mas nos grupos examinados
12 ou 23 horas apés houve aumento signifi-
cativo da area de necrose”.

Diferencas nos relatos sobre o efeito da
OHB apds isquemia em diferentes 6rgaos
podem estar relacionadas ndo sé ao momento
em que se instituiu o tratamento, mas também
apressao da cdmara hiperbarica e ao tempo da
oxigenoterapia®®.

Comoaligadurasimultinea da artéria e veia
esplénicas produz no bago uma isquemia e
como se demonstra que a OHB pode proteger
um drgdo da lesao isquémica, decidiu-se inves-
tigar se o oxigénio hiperbdrico aplicado apds a
ligadura simultdnea da artéria e veia esplénica
protege ou ndo o bago de ratos.

MEéTopos

Foram utilizados 69 ratos machos, Wistar,
provenientes do biotério da Escola Superior
de Ciéncias da Satde da Santa Casa de Miseri-
cordiade Vitéria (EMESCAM), com peso entre
238g:a407g. Os animais foram divididos alea-
toriamente em trés grupos: grupo |-simula-
¢do: quatro ratos que serviram para controle;
grupo 2: 34 ratos, que foram submetidos a
ligadura do tronco principal dos vasos
esplénicos (artéria e veia); grupo 3: 31 ratos,
que foram submetidos a ligadura dos vasos
esplénicos e oxigenioterapia hiperbdrica no
pbs-operatério.
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A manipulagdo dos animais atendeu as
normas de pesquisa em animais preconizadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA).

A anestesia dos animais foi inalatéria com
éter etilico. Apds, realizou-se a depilagdo das
paredes abdominal e tordcica ventral. Fez-se a
antissepsia com solugdo de dlcool iodado e
colocagdo de um campo operatério fenes-
trado para delimitar o local da laparotomia.

Nos animais do grupo I, fez-se incisao
longitudinal, mediana, da pele e do subcuta-
neo, com cerca de 2,5 cm de comprimento,
iniciada 0,5 cm abaixo do processo xifdide em
direcdo ao plbis. Apds, abriu-se a linha alba e
o peritonio. Realizou-se o inventario da cavi-
dade abdominal e a manipulagio do baco. A
seguir suturou-se a parede abdominal em dois
planos: aponeurose com “mononylon” 4-0,
chuleio simples e a pele com 4-0, chuleio
simples. Nos animais dos grupos 2 e 3, fez-se
laparotomia mediana longitudinal, na mesma
extensdodogrupo |, e exploragdo da cavidade
abdominal. A seguir, dissecou-se o tronco
principal dos vasos esplénicos. A cerca de 1,4
cm da borda hilar do bago, fez-se a ligadura
simultanea da artéria e veia esplénicas em dois
locais (Figura |). A seguir, suturou-se a parede
abdominal de maneira idéntica a do grupo |.
Os animais do grupo 3 foram submetidos ao
oxigénio hiperbdrico no pds-operatdrio, com
0 seguinte protocolo: imediatamente ap6s a
operagdo, os animais eram colocados na ca-
mara hiperbérica com capacidade para seis
animais instalados confortavelmente. A cdmara
hiperbarica utilizada tem formato cilindrico-
capsular construida com ago carbono, com
medidas externas de 51 cm de comprimento
e 27 cm de didmetro e espessura de |,5 cm.
Apresenta dois visores de 6 cm de didmetro
em acrilico localizados nas paredes laterais,
uma porta de entrada e safda em uma de suas
extremidades. Adaptados a cdmara, hd um
quadro de apoio em aco carbono e na parte
superior encontram-se um mandémetro, uma
valvula de seguranga, um silencioso e um
termometro. Possui ainda uma entrada para
mangueira de alta pressdo conectada a um
outro manémetro e a um cilindro de oxigé-
nio. Neste equipamento foi realizado teste
hidrostatico a uma pressao de |0 atm, dando
ampla margem de seguranca para o estudo,
Cuja pressdo ndo ultrapassou 2,5 atm. A des-
cricdo pormenorizada estd na legenda da
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Figura | - Esquema mostrando os locais onde foram realizadas as ligaduras da artéria
e da veia esplénicas do bago de ratos

Ligadura

Artéria e Veia
Esplénica

Pﬁnﬁfaﬁﬁ ;

Figura 2 - Modelo de camara hiperbarica utilizado adaptado ao sistema para infusio de oxigénio.
A- Porta de acesso; B- Tubo de oxigénio que vem do cilindro adaptado a valvula de admissio de
oxigénio para compressio; C- Valvula de descompressao; D- Mandmetro para controle de pressio;
E- Visor; F-Termometro; G- Manometro para 3,5 Kg

Figura 2. Essa cdmara difere de outras
fabricadas com acrilico* por nao ser transpa-
rente, nao permitindo a observagao dos ani-
mais durante o experimento. Os animais do
grupo 3 eram colocados dentro da camara,
onde a pressdo era elevada gradativamente,
num perfodo de |5 minutos, até 2,5 atmos-
feras. Assim permaneciam por 90 minutos,
com discreto vazamento na camara para
eliminar especialmente o gas carbonico, mas
com manutencdo constante da pressao no
interior da camara. A seguir, a cdmara era
despressurizada gradativamente, num perio-
do de 15 minutos, e os animais eram devol-
vidos as suas caixas, mantidos em tempera-
tura e luminosidade naturais, com dgua e
racao comercial a vontade. Esse procedi-
mento foi repetido diariamente por | | dias.

Os animais operados foram mortos no
[2° dia de pos-operatério com dose letal de
éter etilico. Foi feita uma incisdo em U na
parede abdominal e, apds exploragdo da
cavidade, foram anotados os aspectos das
visceras abdominais, a presenca de aderén-
cias e 0 aspecto do bago. O baco foi retirado,
pesado e fixado em formol a 4%. Apos a
fixacdo, cada baco era seccionado no limite
entre a drea infartada e a drea preservada, e
os dois fragmentos pesados separadamente,
com precisdo de 0,001g. Obteve-se a rela-
¢ao entre amassa de tecido esplénico preser-
vado e a massa corporal para cada animal
com infarto branco evidente. Os dois frag-
mentos de cada bago com infarto e fragmen-
tos dos bagos totalmente preservados eram
incluidos em parafina, e os cortes, corados
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pela hematoxilina e eosina. Para comparar as
freqiéncias de infarto branco nos grupos 2 e
3 foi utilizado o teste exato de Fisher. Para
comparar o percentual da massa vidvel dos
bacos foi utilizado o teste t de Student ndo
pareado. Todos os testes foram bicaudais, e
fixou-se em 0,05 o nivel de rejeicdo da hipo-
tese de nulidade.

ResuLTADOS

Houve um 6bito durante a anestesia. O
tempo operatdrio variou de 6 a 20 minutos.
N&o houve complicagbes transoperatdrias
que resultassem em mortalidade. Houve
sangramento proximo ao apéndice xiféide em
um animal, que foi imediatamente controlado.
Em outro animal, houve pequeno sangra-
mento no baco por trauma cirlrgico, que
parou espontaneamente. Em um rato houve
uma pequena lesdo no cdlon que foi suturada.

No pos-operatorio, observamos deis-
céncia parcial da sutura da pele com secrecao
na parede abdominal em 21 (61,7%) dos 34
animais do grupo 2, e em | | (35,4%) dos 31
animais do grupo 3, diferenca ndo significativa
(p=0,061). Houve um &bito por evisceracao
pbs-operatoria.

Foram observadas aderéncias emtodos os
ratos. Eram mais freqlientes, intensas e firmes
nos animais dos grupos 2 e 3. Em alguns casos
foi observado granuloma de tipo corpo estra-
nho em torno do fio utilizado para ligadura
dos vasos esplénicos.

O bago tinha aspecto macroscépico nor-
mal, exceto por algumas aderéncias frouxas,
em todos 0s casos do grupo simulagao.

Houve infarto branco parcial do bago
em 31 (91, 18%) dos 34 animais no grupo
com ligadura, sem oxigenoterapia, € em
17(54,84%) dos 3| animais do grupo com
ligadura e submetido ao oxigénio hiper-
barico, diferenca estatisticamente signifi-
cativa (p=0,001). A comparacdo da relacdo
entre massa de tecido esplénico preservado
e o peso corporal (percentual de massa
vidvel) nos grupos submetidos a ligadura
vascular, com ou sem oxigénio hiperbarico,
que apresentaram infartos brancos, nao
mostrou diferenca estatisticamente significa-
tiva (0,112 = 0,031 nos sem oxigénio
hiperbérico e 0,119 = 0,034 nos submetidos
ao oxigénio hiperbarico (p= 0,49) (Tabela I).

Os infartos eram localizados, em todos os
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Tabela | - Efeitos da ligadura simultdnea dos vasos esplénicos no baco de ratos
Variaveis Tratamento com oxigénio hiperbarico P
Nao (34 ratos) Sim (31 ratos)

Presenca de infarto: N (%)

Sim 3101,18) 17 (54,84)

Néo 3882 14(45,16) 0,001*
9% massa do bago/massa corporal

(média + DP) 0,112 0,031 0,119 £ 0,034 0,490%
Localizacdo do infarto: N (%)

Porco inferior 27(87,09) 14 (82,40)

Porcio média 4(1290) 3(17,60) 0,680*
Deiscéncia de sutura da pele: N (%) 21 (61,70) I1(3540) 0,060*

* Teste exato de Fisher ** Teste t de Student, ndo pareado

Figura 3 - Aspecto macroscopico do bago apds a ligadura simultinea da artéria e veia esplénicas: a) Infartos
brancos localizados no polo inferior; b) Infarto branco localizado na porcio média do drgdo (seta)

animais, com maior freqiéncia na por¢do infe-
rior do drgdo (84,7% de todos os bagos,
87,09% no grupo sem oxigénio hiperbarico e
82,4% no grupo que recebeu oxigénio
hiperbérico (p=0,68) (Tabela I). Em 14,3%
dos bagos o infarto era localizado na porcdo
média do érgao (Figura 3).

Aandlise microscdpica mostrou arquitetura
normal nos bagos do grupo simulagdo. Nos
bagos dos animais submetidos a ligadura simul-
taneadaartériae veia esplénicas, submetidos ou
ndo a oxigenoterapia, 0 aspecto era semelhante
no segmento preservado. Havia acentuada
hiperemia passiva da polpa vermelha, com
sinusdides muito distendidos, deixando bem
delimitada a polpa branca, que tinha arquitetura
normal; e a quantidade de tecido linfatico nos
foliculos e na bainha periarterial era aparente-
mente normal. Na zona marginal observou-se
depdsito de hemossiderina, menos intenso no
grupo que recebeu oxigénio hiperbarico. Nas
areas infartadas, o aspecto foi diferente entre os
animais que receberam ou nao o oxigénio

hiperbdrico, especialmente em relacdo a
neoformagao conjuntiva e vascular do processo
cicatricial da drea infartada. Nos dois grupos
observaram-se restos de tecido necrético,
com extensa caridlise, e dreas focais com
picnose nuclear e cariorrexe. No grupo que
recebeu oxigénio hiperbdrico havia restos de
tecido linfatico aparentemente vidvel no meio
do tecido necrosado. A neoformagao conjun-
tiva e vascular era evidente no limite entre o
tecido preservado e o necrético e a partir da
capsula externa, dirigindo-se para o interior da
massa necrosada. Essa proliferagao fibro-
blastica e endotelial, com neoformagéo vascu-
lar, era mais proeminente nos animais que
receberam o oxigénio hiperbdrico. Em um
animal que recebeu oxigénio hiperbdrico e
que tinha o bago totalmente preservado, havia
fibrose e neoformagéo vascular acentuada na
cdpsula, em um dos polos dos érgaos. Em
todos os animais havia nas zonas de cicatri-
zacdo quantidade varidvel de macrdfagos
carregados de hemossiderina (Figura 4).
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Figura 4 - Aspectos microscopicos do baco de ratos submetidos a ligadura simultinea da artéria e veia
esplénicas, tratados ou nao com oxigénio hiperbarico no pos-operatorio. A. Arquitetura conservada, com
foliculos linfaticos e bainha periarterial preservados. Intensa dilatagdo dos sinusoides (ligadura da artéria

e veia, sem tratamento com oxigénio hiperbarico). B Detalhe da figura A, mostrando

zona marginal de

um foliculo com macrofagos cheios de hemossiderina, C . Area infartada do baco mostrando a neoformagio
conjuntiva reparadora a partir da capsula em rato com a ligadura vascular, sem tratamento com
oxigénio hiperbarico. D. Area infartada do bago de animal com ligadura do pediculo vascular e
tratado com oxigénio hiperbarico: observar a intensa neoformacdo conjuntiva e vascular a partir
da capsula, maior do que ma figura C. E. Detalhe da figura D mostrando macrofagos com
hemossiderina no tecido conjuntivo cicatricial formado a partir da capsula

Discussio

Aligadura simultanea dos vasos esplénicos
produziu infarto branco parcial, mais freqliente
na metade inferior do drgao, em 84,7% dos
animais. Isso demonstra que a circulacdo
colateral do baco foi eficaz para manter viavel
todo o 6rgdo em alguns animais. Segundo
Petroianu®, o pdlo superior pode ser perfeita-
mente suprido por vasos esplenogastricos. No
entanto, uma por¢do maior que o pdlo superior
esteve vidvel, demonstrando que, além dos
vasos esplenogastricos, hd outros que, no rato,
suprem a referida porcao. De fato, durante o
procedimento de ligadura vascular e no grupo
simulacdo, observamos a presenca de vasos que
safam da artéria esplénica, em pontos anteriores
aodaligadura, e se dirigiam a por¢ao superior do
baco (dados ndo mostrados). A ocorréncia de
infarto na por¢do média do drgdo, com preser-
vagdo das éreas polares superior e inferior,
mostra que a distribuicio e a eficicia da circula-
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¢do colateral ndo sao uniformes. Nesses casos,
ramos colaterais que irrigama drea polar inferior
e polar superior supriram a circulagdo, impedin-
do a necrose nessa area.

E interessante observar que, apesar de
ndo ter havido diferenca estatisticamente sig-
nificante entre o percentual médio de massa
vidvel/peso do bago do grupo 2 em relacdo ao
grupo 3 (p=0,49; Tabela 1), houve um nime-
ro significativamente maior de bacos normais
no grupo 3 emrelacdoao grupo2 (p=0,001).
A ocorréncia de um nimero menor de bacos
infartados nos animais submetidos a ligadura
vascular seguida de oxigenoterapia nos leva a
admitir que o oxigénio hiperbarico contribuiu
para aumentar a viabilidade do tecido esplé-
nico apds a isquemia induzida pela ligadura da
artéria e veia esplénicas. Essa observagdo con-
firma o observado na isquemia cerebral, com
ou sem reperfusdo em ratos, na isquemia e
reperfusdo intestinal em ratos e na isquemia

miocardica, com ou sem reperfusao em ratos,
coelhos e caes®'>!"182!,

Quanto ao tempo de exposicao (90 minu-
tos)eapressaodo oxigénio (2,5 atm) utilizado,
ambos nos pareceram adequados. De fato,
observagbes experimentais em coelhos e ra-
tos, nas quais houve variacdo da pressdo do
oxigénio e do tempo de exposicdo, demons-
traram que os melhores resultados foram
obtidos com a pressao de até 3 atm e duracdo
maxima de duas horas®*.

Quanto aos possiveis mecanismos dessa
protecdo, 0 nosso experimento é limitado para
levantar hipdteses, pois a observagdo final foi
feita | | diasapdsaisquemia, ndonos permitindo
observar fendmenos mais precoces e possivel-
mente mais importantes para a manutengo da
viabilidade do tecido isquémico. Os autores que
tém estudado o efeito da oxigenoterapia
hiperbarica na protecdo de tecidos isquémicos
tém admitido que a protecao pode ser exercida
pelo menor afluxo de neutrdfilos para a drea
necrosada'?, pelas modificaces de mediadores
locais como redugdo da dopamina no tecido
nervoso'’ e pelofavorecimento da instalagdo de
dirculagio colateral'® desencadeado pela pre-
senca de maior taxa de oxigénio. Além, € claro,
do aumento da taxa de oxigénio disponivel no
tecido isquémico que pode aumentar a preser-
vagdo de moléculas importantes na sobrevida
das células. Em modelo experimental de
isquemia-reperfusdo de mUsculo em ratos, de-
monstrou-se  preservacdo dos niveis de
creatinafosfato, ATP, glicogénio e glicose, além
de reducdo do edema da parede vascular, nos
animais submetidos ao oxigénio hiperbarico®.
O aumento da angiogénese seria outro meca-
nismo facilitador da revascularizagao?.

Embora haja evidéncia de que o oxigénio
hiperbdrico possa interferir com a reologia dos
eritrécitos®, o impacto real dessa alteragao na
microcirculagdo de 6rgdos isquémicos ndo é
conhecido.

O processo de cicatrizacdo esteve acele-
rado no grupo com ligadura vascular que rece-
beu oxigénio hiperbarico. O aumento do teci-
do de granulagdo, com angiogénese mais evi-
dente na drea de infarto branco, e a menor
freqiéncia de deiscéncia de ferida em ratos
tratados com oxigénio hiperbarico (35,4% -
grupo 3versus 61,7% - grupo 2, p= 0,06) sdo
evidéncias indiretas do aumento da capacida-
de de cicatrizagdo induzida pelo OHB, confor-
me admitido por alguns pesquisadores? %3,
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O aumento da angiogénese, no entanto,
provavelmente ndo influenciou na sobrevi-
véncia do tecido esplénico, porque a massa de
tecido esplénico preservada foi similar entre os
grupos tratados ou ndo tratados com OHB.
Em conclusdo, os resultados aqui apresen-
tados demonstraram que, apds a ligadura simul-
tdnea da artéria e da veia esplénicas, o trata-
mento com oxigénio hiperbarico reduziu signi-
ficativamente a freqUiéncia dos infartos, mas ndo
alterou o percentual de massa vidvel dos bagos,
quando o infarto ocorreu, e acelerou o proces-
sode cicatrizagdo, com aumento da proliferacdo
de fibroblastos e da neoformacio vascular.
Embasados nesse estudo, novas pesquisas
estdo planejadas no sentido de estudar o efeito
da OHB na viabilidade e fungao dos implantes e
remanescentes esplénicos apds esplenectomias
subtotais e a sua aplicagdo no pré-operatério das
operagdes conservadoras sobre o bago.

Conflito de interesse: nio ha.

SUMMARY
VIABILITY OF THE SPLEEN IN RATS AFTER
LIGATION OF THE SPLENIC  VESSELS:  EFFECTS
OF HYPERBARIC OXYGEN THERAPY

Osjective. Toinvestigate the effects of splenic
artery and vein ligation and the influence of
hyperbaric oxygen dfter the double vascular
ligation ontheviability of spleen tissue. Methods:
Sixty nine adult male Wistar rats (285-375g)
were randomly separated in three groups: group
[, four rats, sham operated, group 2, 34 rats,
submitted to simultaneous splenic artery and
vein ligation and group 3, 31 rats, submitted to
hyperbaric oxygenduring | | days, after double
vascular ligation. All animals were killed on day
|2 after surgery. The spleen was removed and
paraffinembedded for microscopic examination.

ResuLrs. In the groups submitted to vascular
ligation, the spleenwasnormalin 8.82%of ratsnot
treated with hyperbaric oxygen andin 45.16% of
ratsthat received hyperbaric oxygen after vascular
ligation (p=0.01). Inthe spleenswithwhiteinfarct,
the mass of preservedsplenic tissue in relation to the
total body mass did not differ between the groups
treated or not with hyperbaric oxygen. The
preservedsplenic tissue hadnormal histologyin both
groups. Thehedlingprocesswasmore acceleratedin
thegroup of rats treatedwith hyperbaric oxygen.

ConcLusions. Resultsdemonstrate thatexposure
tohyperbaric oxygenincreasedthe frequency of total
spleenmass preservation aftersimultaneousligation
of the splenic artery and vein but did not alter the

50

percentage of the spleen’sviable area, however the
healing process in necrotic areaswas accelerated.

Kev worps: Radiobiology. Spleen. Spleen
infarct. Laboratory rats. [Rev Assoc Med Bras
2005; 51(1): 46-50]
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