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Uma das complica¢des do clampeamento total do
pediculo hepatico ¢ a congestdo esplancnica e, consequen-
temente, a congestdo esplénica. Este trabalho teve como
objetivo observar as alteragdes macroscopicas, morfologicas
¢ morfométricas que ocorreram no bago com a isquemia
produzida pelo clampeamento do pediculo hepatico. Para
tanto, utilizaram-se quarenta ratos machos, divididos em
quatro grupos de dez animais. Ndo se submeteu o grupo
controle (C) a isquemia. Por sua vez, submeteram-se os
grupos experimentais (E,, E, € E,) ao clampeamento total

RESUMO

por dez, vinte e trinta minutos, respectivamente. Apds esses
periodos, fragmentos do bago foram retirados e analisados
histologicamente pela técnica de Hematoxilina-cosina e
Ferrocianeto-férrico. Os resultados mostraram alteragdes
microscopicas nos grupos E , E, e E,, que permitem con-
cluir que o clampeamento total do pediculo hepatico pro-
move intensa congestdo vascular, aumento de granulos de
hemossiderina, diminui¢do da polpa branca e aumento da
polpa vermelha, sendo essas alteragdes mais intensas aos
trinta minutos.
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ABSTRACT

MACROSCOPIC, MORPHOLOGIC AND MORPHOMETRIC ASPECTS OF THE SPLEEN OF RATS AFTER
TOTAL CLAMPING OF THE HEPATIC PEDICLE

One of the complications of hepatic pedicle total
clamping is the splanchnic congestion and consequently a
splenic congestion. The aim of this study was to observe
the macro and microscopic alterations that occurred in the
spleen during an ischemia produced by the hepatic pedicle
clamping. Fourth male rats were divided in four groups of
ten animals each. The control group (C) was not submitted
to ischemia and the experimental groups (E, E, and E))
were submitted to the total clamping during 10, 20 and 30

KEY WORDS: Congestion, hemossiderina, spleen, rats.

minutes, respectively. After these periods, spleen fragments
were collected and histological analyzed by the eosin-
hematoxilin and ferric ferrocyanide staining technique. The
results showed microscopic alterations at the E, E, and E,
groups that permitted to conclude that the total clamping
of the hepatic pedicle promote intense vascular congestion,
increase of the hemosiderin granules, decrease of the white
pulp and increase of the red pulp, being these alterations
more pronounced at the 30 minutes.
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INTRODUCAO

O bago ¢ um 6rgdo constituido por uma
capsula fibroelastica, de onde partem trabéculas
que servem para conduzir vasos € nervos, € por
um estroma representado por uma rede de fibras
e células reticulares que sustentam o parénquima
ou polpa esplénica (polpas branca e vermelha)
(EICHNER, 1979; BLUE & WEISS, 1981;
DELLMANN & BROWN, 1982; STITES et al.,
1997). A polpa branca ¢ formada por um conjun-
to de nodulos linfaticos apresentando um centro
germinativo e inumeras células linfoides que se
localizam ao longo das arteriolas esplénicas. Ja a
polpa vermelha representa a maior parte do bago,
onde sdo observados inimeros sinusoides san-
guineos que se entrelacam e se anastomosam em
varias direg¢des, separados por corddes celulares
esplénicos representados por fibroblastos, leu-
cocitos, eritrocitos e macrofagos (DOASSAN et
al., 1984; ATRES, 1991; BANKS, 1992; ROITT,
1992; POPE & ROCHAT, 1996).

O bago tem uma grande importancia como
reservatorio sanguineo, podendo, quando soli-
citado e sob a agdo das catecolaminas, elevar o
hematocrito em até 10% do seu valor normal.
Possui fun¢ao hematopoiética nos recém-nascidos,
podendo, também, desempenhar esta fungdo nos
adultos (LIPOWITZ et al., 1981). A estrutura do
baco, semelhante a uma peneira, torna-o eficiente
no monitoramento de células sanguineas vidveis,
facilitando, com isso, a fagocitose destas pelos
macrofagos. Estes acumulam pigmentos de he-
mossiderina, uma massa rica em ferro, oriunda
da degradacao da hemoglobina (SWENSON &
REECE, 1996; COUTO & HAMMER, 1997;
CARLTON & McGAVIN, 1998). Este orgao esta,
também, envolvido com os mecanismos de defesa
do organismo, através da producao de linfocitos
e anticorpos (LIPOWITZ & BLUE, 1998; RI-
CHARD & SHERIND, 1998; SLATTER, 1998).

Nas lesdes sangrantes do figado, o blo-
queio dos vasos torna-se necessario para facilitar
as manobras cirargicas (SILVA JR. et al., 2002;
ARAUJO JR. et al., 2005). PRINGLE (1908) ja
utilizava o clampeamento total do hilo hepatico
para conter hemorragias, manobra que resulta

na congestdo esplancnica e, consequentemente,
perfusdo sanguinea deficiente de 6rgaos como
estobmago, intestino delgado e parte anterior do
intestino grosso, pancreas e baco (SEBE et al.,
1999; FREITAS, 2000; CAMARGO etal., 2003).
Da mesma forma, SEBE et al. (1999), trabalhando
com clampeamento total do pediculo hepatico em
ratos, observou que a privacao de sangue neste
orgdo, por mais de vinte minutos, leva a lesdes nas
organelas dos hepatocitos e, também, a congestao
esplancnica.

Na congestdo esplancnica decorrente do clam-
peamento total do pediculo hepético, ocorre aumento
da pressao sanguinea do bago, elevando a eritrofa-
gocitose, com significativa destruicao de eritrocitos
(FRASER, 1991; CARLTON & McGAVIN, 1998).
O clampeamento do hilo hepatico pode reduzir a
concentracdo de energia e intensificar a acidose
lactica esplénica, que podera causar danos as mem-
branas dos eritrocitos e alteracao de sua elasticidade,
aumentando a fagocitose das heméacias danificadas
pelos macrofagos, o que resulta numa maior produ-
¢ao de pigmentos férricos de hemossiderina (POPE
& ROCHAT, 1996). Também o aumento da pressao
sanguinea e da temperatura esplénica pode lesionar
os eritrocitos e intensificar a eritrofagocitose pelos
macrofagos (FRASER, 1991; POPE & ROCHAT,
1996; CARLTON & McGAVIN, 1998).

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar as pos-
siveis alteracdes macroscopicas, morfologicas e
morfométricas do baco durante o clampeamento
total do pediculo hepatico em diferentes tempos.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se quarenta ratos (Rattus norve-
gicus albins) Wistar, machos, com de trés meses
de idade e pesando, em média, 295 gramas. Os
animais foram fornecidos pelo Biotério da Univer-
sidade de Cuiaba (UNIC) e permaneceram aloja-
dos em gaiolas de poliuretano com grade de ago,
de 41 x 34 x 17cm, em numero de dois animais
por gaiola. Manteve-se a temperatura ambiente
por condicionador de ar a 22°C, a umidade em
65% e a luminosidade controlada artificialmente
com doze horas de claro e doze horas de escuro.
Higienizaram-se diariamente as gaiolas.
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Dividiram-se os animais em quatro grupos
de dez: grupo-controle (C) e grupos experimentos
(E, E, e E,). Todos os animais foram submetidos
a um mesmo protocolo anestésico, utilizando-se
a associagdo de xilazina' ¢ cetamina®, na mesma
seringa, nas dosagens de 25 mg/kg e 50 mg/kg,
respectivamente, pela via intramuscular, na regiao
posterior da coxa. Em seguida, realizou-se tricoto-
mia da regido abdominal ventral de cada animal e
procedeu-se a posicionamento em decubito dorsal
na mesa cirurgica, quando foi realizada antissepsia
com iodo polivinilpirrolidona.?

Apos cinco minutos da anestesia, foi efetua-
da incisdo mediana pré-retro umbilical, partindo
da cartilagem xifoide até 4 cm caudal a cicatriz
umbilical. Apds, realizou-se abertura da cavidade
abdominal, identificando-se, entdo, o hilo hepati-
co (artéria e veia hepatica, a veia porta e o ducto
hepatico).

Nos animais do grupo C, nao foi realizado
clampeamento do hilo hepatico, sendo o bago co-
letado apos trinta minutos. Nos animais dos grupos
E E, ¢ E, efetuou-se o clampeamento mediante o
emprego de uma pinga de clampeamento vascular
de 3 cm. Apds a coleta do bago dos animais de
todos os grupos, eutanasiaram-se 0s animais por
aprofundamento do plano anestésico e cloreto de
potassio a 10%.*

Os bagos de todos os animais foram ava-
liados macroscopicamente quanto a coloracao e,
em seguida, cortados fragmentos de 0,5x0,5cm,
imediatamente fixados em solugao de formaldeido
a 10%, por um periodo de 24 horas. Apos a fixagao,
submeteu-se o material ao processamento de roti-
na, para inclusdo em parafina, realizando-se cortes
de Smm de espessura em micrétomo rotativo, os
quais foram corados pela hematoxilina-eosina
(HE) e pelo ferrocianeto-férrico (reagao de Perls),
analisados em microscopia de luz e fotografados
com fotomicroscopio Olympus.

A avaliacdo microscopica da congestdo es-
plénica foi feita utilizando-se as 1aminas coradas

1 Virbaxil 2%, Virbac do Brasil Indtstria e Comércia Ltda., Sdo Paulo,
SP.

2 Vetanarcol, Koning do Brasil Ltda., Florianopolis, SC.

3 Riodeine topico, Indistria Farmacéutica Rioquimca Ltda., Sao Paulo,
SP.

4 Cloreto de potasio 10%, Aster Produtos Médicos Ltda,, Sorocaba,
SP.

pela técnica de HE. Para a avaliagdo da concen-
tracdo de pigmentos férricos de hemossiderina e
para a analise morfométrica do baco, utilizou-se
a técnica de ferrocianeto-férrico.

A analise morfométrica foi realizada para a
avaliacdo do percentual de ferro contido em cada
amostra esplénica, por meio de um sistema cap-
tador de imagens, que consiste em camara digital
de alta resolugdo (Axio Vision — Carl Zeiss) aco-
plada em microscopio de luz (Axiolab 2.0 - Carl
Zeiss) sob objetiva de 40x. Transferiram-se as
images obtidas para computador Pentium 4.0 em
ambiente Windows, contendo programa de captura
de imagens (Rel 4.0 da Carl Zeiss), realizando-se
a andlise mediante o sistema computacional de
softwares IMAGELAB 2000. No total, captura-
ram-se dez campos de cada amostra obtidos da
regido da polpa vermelha. A partir da média dos
dez campos obteve-se o percentual médio de con-
centragdo de ferro no baco de cada animal. Fez-se
o calculo estatistico da avaliagdo morfométrica
pela analise de variancia, complementada pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov, Levene e Welch
e Brown-Forsythe (sofware - SPSS 15.0). O nivel
de significancia maximo adotado foi P<0,05.

RESULTADOS
Macroscopicos

Apos o periodo de clampeamento total do
hilo hepatico, observou-se que os bagos de to-
dos os animais estudados mostraram coloragdo
vermelho-escuro a azulada.

Microscopia de luz

No grupo-controle foi observado baco cir-
cundado por uma céapsula de tecido fibromuscular
que emitia septos para o seu interior (trabéculas).
No interior do 6rgdo notou-se, no parénquima, a
presenca de acumulos de linfécitos (polpa branca)
que formam corddes ao redor de vasos sanguineos
ou nodulos com arteriola central. Ao redor dos
nodulos linfaticos, notaram-se inimeros capilares
contendo hemacias no seu interior (polpa verme-
lha), sendo os capilares rodeados por inumeros
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macrofagos (corddes de Billrrot). Alguns macrofa-
gos apresentaram pequena quantidade de granulos
alaranjados (hemossiderina) no seu interior e,
apos a reacdo ao ferrocianeto férrico (Reagdo de
Perls), se observou pequena quantidade pigmentos
férricos de coloragdo azulada (Figuras 1C e 2C,
Tabela 1 e Figura 3).

O Grupo E, (dez minutos de clampeamento)
apresentou uma arquitetura do bago muito seme-
lhante ao grupo-controle. Entretanto, observaram-
se ligeira vasodilatag@o nos capilares presentes na
polpa vermelha e maior quantidade de granulos
azulados de hemossiderina que no Grupo C (Fi-
guras 1E e 2E , Tabela 1 e Figura 3 ).

No Grupo E, (vinte minutos de clampea-
mento), notou-se que o baco também apresentava a

mesma arquitetura histologica daquela observada
no grupo-controle. No entanto, percebeu-se niti-
da diminui¢do da polpa branca, tanto da por¢ado
cordonal quanto da nodular. A polpa vermelha
mostrou-se bem evidente, com intensa dilatagao
dos capilares sinusoides e concentragdo acentuada
de granulos de hemossiderina (Figuras 1E, e 2E,,
Tabela 1 e Figura 3).

No Grupo E, (trinta minutos de clampe-
amento), foi observado acentuado aumento da
polpa vermelha. A polpa branca encontra-se pra-
ticamente tomada pela polpa vermelha, em virtu-
de da acentuada dilatacdo dos vasos sanguineos
presentes nessa regido e da elevada concentracio
de granulos de hemossiderina (Figuras 1E, e 1E,,
Tabela 1 e Figura 3).

FIGURA 1. Fotomicrografias mostrando cortes histologicos de bagos de ratos pertencentes aos varios grupos de estudo.
Notar em C (Grupo Controle) polpa vermelha com poucos granulos de hemossiderina, que, no entanto, estio aumentados
(setas) nos grupos E, (10 minutos), E, (vinte minutos) e E, (trinta minutos). (H.E, 107x)
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FIGURA 2. Fotomicrografias mostrando cortes histologicos de bagos de ratos pertencentes aos varios grupos de estudo.
Notar em C (grupo controle) pouca reatividade, que se acha aumentada, de forma acentuada e progressiva (setas), nos
grupos E, (dez minutos), E, (vinte minutos) e E, (trinta minutos). Reacdo de Perls (Ferrocianeto-férrico, 107x).

Estudo morfométrico gressivo do percentual de concentragao de ferro
(granulos de hemossiderina) nos diferentes grupos
Observou-se ap6s analise morfométrica  estudados, conforme demonstrado na Tabela 1 e

das amostras de bago que houve aumento pro- Grafico 1.

TABELA 1. Porcentagem (%) de pigmento de hemossiderina (média + desvio-padrao) obtida na polpa vermelha dos bagos
dos ratos pertencentes aos varios grupos (C, E , E, € E,) ap6s o clampeamento total do pediculo hepatico

Grupos Controle (%) El (%) E2 (%) E3 (%)
Médias 1,454 1,958 4,92°¢ 17,05P
Desvio-padrio 0,28 0,44 1,29 2,15

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si (p<0,05).
Média + desvio-padrdo de E3 > E2 > E1 > Grupo controle.
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FIGURA 3. Porcentagem de pigmento de hemossiderina (média + desvio-padrdo) obtida na polpa vermelha dos bagos dos
ratos pertencentes aos varios grupos (C, E,, E, e E,) apos o clampeamento total do pediculo hepético.

DISCUSSAO

A isquemia total hepatica, por diferentes
periodos de tempo, acarreta congestao esplancnica
(SEBE et al., 1999) e, consequentemente, conges-
tao esplénica. Para produzir congestio esplancnica
que resultasse em congestao do bago, neste estudo
foi utilizada a manobra sugerida por PRINGLE
(1908), que consiste no clampeamento do hilo
hepatico (artéria e veia hepatica, veia porta e ducto
biliar). O acesso a cavidade abdominal, bago e
hilo hepético foi realizado pela linha mediana,
utilizando-se os mesmos procedimentos sugeridos
por FREDERIKS et al. (1982), ASAKAVA et al.
(1989), GONCE et al. (1995) e ISOZAKI et al.
(1995).

A congestao esplénica ¢ caracterizada pela
diminuicao da polpa branca (nddulos linfaticos)
e pelo aumento da polpa vermelha, sendo essa
progressiva e mais intensa aos trinta minutos,
conforme relatado por FREITAS et al. (1999) e de-
monstrado neste trabalho, através da microscopia

de luz, que confirmou acentuada dilata¢ao dos va-
sos sanguineos e elevada concentracdo de granulos
de hemossiderina no parénquima esplénico.

Embora a reagado de Perls ou azul da Prassia
seja muito antiga, esta técnica ainda ¢ muito uti-
lizada nos dias atuais para identificagdo do ferro
celular na forma de ferritina ou hemossiderina
em varias patologias. A reagdo se processa na
interagdo de ions ferrocianeto com ions férricos
no interior da célula, resultando em um produto
de cor azul-esverdeado denominado ferrocianeto
férrico. Trata-se de técnica que ¢ utilizada para
detectar ferro no interior do eritroblasto (sidero-
blasto), de macrofagos e nas hemacias (ASANO
et al., 2006; FREITAS et al., 2006; MEGURO et
al.,2007). Por ser o bago um 6rgdo que possui uma
populagao muito grande de macréfagos que atuam
na destruicao das hemadcias, principalmente as ve-
lhas ou danificadas, optou-se, neste experimento,
por utilizar essa técnica para detectar pigmentos
férrricos orindos de eritrdcitos no interior dos
macrofagos.
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A mensuracao e¢ a quantificacdo dos te-
cidos podem ser realizadas pela morfometria
manual ou digital (HALASZ et al., 1993; VEI-
GA et al., 2007). A quantificagdo morfométrica
digital (Softwares IMAGELAB 2000), por ser
um método pratico e confiavel, foi utilizada
neste experimento, permitindo mensurar, em
porcentagem, os pigmentos férricos de hemos-
siderina presentes nos macrofagos esplénicos
em diferentes tempos.

Conforme descrito por FREITAS et al.
(2000), através da técnica do ferrocioneto-férrico,
este trabalho demonstrou acimulo de pigmen-
tos férricos (hemossiderina) no parénquima
esplénico de maneira progressiva em relagcdo ao
tempo de clampeamento do pediculo hepatico,
o que pode também ser confirmado pela analise
morfomeétrica.

Sabe-se que a reacdo da hemossiderina
com o peroxido de hidrogénio (rea¢do de Fenton)
produz hidroxil, substincia altamente lesiva para
as c¢lulas (FLAHERTY & WEISFELDT, 1988;
CHUA-ANUSORN, 1999; MARX & HIDER,
2002; VACARENGHI, 2006). Da mesma forma,
durante o clampeamento total do pediculo hepa-
tico, haverd uma perfusdo deficiente de orgaos
como estdmago, intestino delgado e parte anterior
do intestino grosso, pancreas, figado e bago. Esta
baixa concentracdo de oxigénio celular (isque-
mia) pode promover aumento do metabolismo
anaerdbico e formagao de substancias lesivas,
como as prostaglandinas e radicais livres (supe-
roxidos — O, perdxido de hidrogénio—H, O, e hi-
droxil — OH") (FORYTH & GUILFORD, 1995),
sugerindo a necessidade de novos trabalhos que
estudem as lesdes promovidas pela reperfusao
deste orgao.

CONCLUSOES

Este estudo demonstra que o clampeamento
total do pediculo hepatico promove, de maneira
progressiva, congestdo esplénica com reducao
da polpa branca e aumento da polpa vermelha,
caracterizado por acentuada dilatacdo dos vasos
sanguineos e da concentragdo de granulos de
hemossiderina.
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