2
NG

@

F

UERJ
/[N

£sTADO ©
]

xx*—‘@

AV 0ISY; W,
A"
70 pg N

QQ
%

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Faculdade de Ciéncias Médicas
Programa de Pés-Graduacao em Fisiopatologia e Ciéncias

Cirargicas

Ana Paula Gongalves Dinis

Niveis plasmaticos de lipidios em ratos submetidos
a dieta com gordura suina como fonte lipidica apés
esplenectomia total isolada ou combinada com

implante esplénico autégeno

Rio de Janeiro

2008



Ana Paula Goncgalves Dinis

Niveis plasmaticos de lipidios em ratos submetidos
a dieta com gordura suina como fonte lipidica apos
esplenectomia total isolada ou combinada com

implante esplénico autégeno

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés-
Graduacgao em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, como
requisito final para a obtengio do grau de Mestre. Area
de concentracdo: Técnica Operatoria e Cirurgia

Experimental.

Orientador: Prof. Dr. Ruy Garcia Marques

Rio de Janeiro

2008



il

Dinis, Ana Paula Goncgalves.
Niveis plasmaticos de lipidios em ratos submetidos
a dieta com gordura suina como fonte lipidica apods
esplenectomia total isolada ou combinada com implante
esplénico autdégeno / Ana Paula Gongalves Dinis — 2008.
xvi, 50 f.

Orientador: Ruy Garcia Marques.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Esplenectomia — Teses. 2. Implante esplénico
autogeno — Teses. 3. Lipidios plasmaticos — Teses. 4. Fonte
lipidica — Teses. 5. Animais — Teses. |. Marques, Ruy
Garcia. Il. Universidade do Estado do Rio de Janeiro.
Faculdade de Ciéncias Médicas. lll. Titulo.




v

Ana Paula Gongalves Dinis

Niveis plasmaticos de lipidios em ratos submetidos
a dieta com gordura suina como fonte lipidica apés
esplenectomia total isolada ou combinada com

implante esplénico autégeno

Dissertacao de Mestrado

Programa de P6s-Graduagao em Fisiopatologia e Ciéncias
Cirargicas

Faculdade de Ciéncias Médicas

Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Rio de Janeiro, 17 de dezembro de 2008.

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Francisco José Barcellos Sampaio
Universidade do Estado do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Andy Petroianu
Universidade Federal de Minas Gerais

Prof?. Dra. Maria Cristina Araljo Maya
Universidade do Estado do Rio de Janeiro



Dedico esta dissertagcao a minha familia, especialmente meus pais, Maria Palmira
Gongalves Dinis e Arlindo Fernandes Dinis, e minha irma, Fernanda Gongalves

Dinis, pelo apoio e incentivo durante toda a minha formacgéo.

Ao meu noivo, Alexandre Gomes de Oliveira, pelo carinho, paciéncia e confianga

em mim depositada.



vi

AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer as pessoas envolvidas na realizagcdo de todas as
etapas desta jornada e que foram imprescindiveis para esta conquista.

Ao meu orientador, Professor Doutor Ruy Garcia Marques, pelos
ensinamentos transmitidos e principalmente pela dedicagao, incentivo e confiancga,
motivos pelos quais conquista a admiragao de tantas pessoas.

Ao médico-veterinario Carlos Eduardo Rodrigues Caetano e aos bioteristas
Domingos Henrique de Souza Pecanha, Claudio Sérgio Correa Lau e Alessandra
Demétrio do Nascimento, do Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), pelo auxilio
com os procedimentos cirurgicos e no cuidado com 0s animais.

A nutricionista Cristina Fajardo Diestel, doutoranda do Programa de Pos-
Graduagao em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas, por ter me incentivado a realizar
esta pos-graduacao e por ser esta profissional competente e dedicada.

As amigas e nutricionistas Fernanda Correia Simdes e Bianca D’Elia Matzke,
mestres pelo Programa de Pés Graduacado em Fisiopatologia e Ciéncias Cirurgicas,
pelo companheirismo e por dividir comigo todas as minhas duvidas e ansiedades.

A Professora Doutora Margareth Criséstomo Portela, pesquisadora do
Departamento de Administracdo e Planejamento em Saude da Escola Nacional de
Saude Publica Sergio Arouca, ENSP — FIOCRUZ, pela colaboragdo com a analise
estatistica dos dados deste trabalho.

Ao Professor Doutor José Firmino Nogueira Neto, coordenador do Laboratério
de Lipides (LabLip) da UERJ, pela colaboragcdo com as analises sanglineas dos

animais.



vii

A Professora Albanita Viana de Oliveira, da disciplina de Anatomia Patolégica

da Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ, pelo auxilio com as analises
histopatologicas.

As amigas e nutricionistas Viviane Abrantes Jardim e Rafaela Cabral Moreira,
pela constante ajuda no cuidado com os animais € na manipulagao da ragao durante
0 experimento.

Aos estagiarios da Disciplina de Técnica Operatéria e Cirurgia Experimental —
FCM — UERJ, pela grande ajuda nos procedimentos cirirgicos com os animais.

E a todos aqueles que, de uma maneira ou de outra, contribuiram para que

este trabalho fosse realizado.



INDICE

LISTA DE TABELAS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SiMBOLOS
RESUMO
ABSTRACT
1 — INTRODUCAO
2 - OBJETIVOS
3 - METODO
3.1 — Animais e grupos
3.2 — Procedimentos operatoérios

3.2.1 — Esplenectomia total isolada

3.2.2 - Esplenectomia total combinada com

implante esplénico autégeno
3.3 — Controle pés-operatério
3.4 — Alimentacao dos animais
3.5 — Estudo histopatologico
3.6 — Dosagem de lipidios plasmaticos

3.7 — Analise estatistica

3.8 — Aspectos éticos no cuidado com os animais

4 — RESULTADOS

4.1 — Evolucao dos animais

4.2 — Regeneracgao do tecido esplénico implantado

4.3 — Analise morfoldgica dos implantes esplénicos

Pagina

Xii
Xiii
Xiv

XVi

11
11
14
14
15
16
17
17
17

18

viii



4.4 — Evolugdo do peso corporal e do consumo de
racao
4.5 — Analises sanguineas
5 — DISCUSSAO
6 — CONCLUSAO
7 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXO

21

25

34

35

43

X



LISTA DE TABELAS

Tab. 1. Composicdo da racdo comercial oferecida aos animais
no periodo pré-operatorio.

Tab. 2. Ingredientes da ragdo manipulada oferecida aos animais
no periodo pds-operatério de acordo com os grupos de estudo
(g/kg de racéo).

Tab. 3. Analise comparativa da massa esplénica nos grupos de
animais submetidos a esplenectomia total combinada com
implante esplénico autégeno.

Tab. 4. Analise comparativa do peso corporal dos animais no
inicio do experimento e apds 12 semanas.

Tab. 5. Analise comparativa dos valores de colesterol total
(mg/dL), no inicio e ao final do experimento (12 semanas), nos
diferentes grupos de estudo.

Tab. 6. Analise comparativa dos valores de HDL (mg/dL), no
inicio e ao final do experimento (12 semanas), nos diferentes
grupos de estudo.

Tab. 7. Analise comparativa dos valores de LDL (mg/dL), no
inicio e ao final do experimento (12 semanas), nos diferentes
grupos de estudo.

Tab. 8. Analise comparativa dos valores de VLDL (mg/dL), no
inicio e ao final do experimento (12 semanas), nos diferentes

grupos de estudo.

Pagina

12

13

18

20

21

22

22

23



Tab. 9. Analise comparativa dos valores de triglicerideos
(mg/dL), no inicio e ao final do experimento (12 semanas), nos

diferentes grupos de estudo.

23

xi



LISTA DE FIGURAS

Fig. 1. Tecido esplénico regenerado no omento maior de rato,
apos 12 semanas do auto-implante.

Fig. 2. Microfotografia de implante esplénico regenerado. (HE,
40x)

Fig. 3. Comparacdo do consumo total de ragdo (g) durante o
experimento, entre os diferentes grupos de estudo.

Fig. 4. Comparagao dos niveis séricos de colesterol total, das
fragbes HDL, LDL, VLDL e de triglicerideos entre os grupos de

animais, apos 12 semanas de experimento.

Pagina
18

19

20

24

xii



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SiMBOLOS

AIN-93 — American Institute of Nutrition (1993)

TBHQ - butilhidroquinona terciaria
CT - colesterol total

DO — dia do inicio do experimento

D + 12 — 12 semanas apos o inicio do experimento

ET — esplenectomia total

GS - gordura suina

HCI — acido cloridrico

HDL - lipoproteina de alta densidade
IEA — implante esplénico autdégeno
LabLip — Laboratério de Lipides

LDL - lipoproteina de baixa densidade
max — maximo

min — minimo

mm — milimetro

n — numero de animais

NE — nutricionalmente equilibrada
TGL — triglicerideos

SMF - sistema mononuclear fagocitario

UERJ — Universidade do Estado do Rio de Janeiro

VLDL - lipoproteina de muito baixa densidade

um — micrémetro

xiii



Xiv

RESUMO

Alguns estudos experimentais tém sugerido um importante papel do bago no
metabolismo lipidico. Poucas analises, entretanto, avaliam o impacto que diferentes
fontes de gordura possam exercer sobre os niveis de lipidios plasmaticos. O objetivo
deste trabalho foi analisar o efeito de uma dieta nutricionalmente equilibrada (NE) e
de uma dieta com gordura suina (GS) como fonte lipidica nos niveis de lipidios
plasmaticos em ratos submetidos a esplenectomia total (ET) isolada ou combinada
com implante esplénico autdgeno (IEA). Foram utilizados 60 ratos Wistar machos
adultos, distribuidos em seis grupos, cada um com dez animais: 1 — controle —
operacao simulada, com oferta de racao NE; 2 — controle — operagcao simulada, com
oferta de ragao GS; 3 — submetidos a ET, com oferta de ragao NE; 4 — submetidos a
ET, com oferta de racao GS; 5 — submetidos a ET combinada com IEA e com oferta
de ragao NE; e 6 — submetidos a ET combinada com IEA e com oferta de ragao GS.
Foram coletadas amostras sanguineas imediatamente antes da operacao (D0), e
apos 12 semanas de experimento (D+12), para verificagdo do perfil lipidico, quando
os animais foram mortos, com retirada dos implantes esplénicos nos grupos 5 e 6.
Houve regeneragao morfologica de todos os tecidos esplénicos implantados, nao se
observando diferenca no percentual de regeneragdo entre os grupos 5 e 6. Nao
houve diferenca no ganho de peso e no consumo de racdo entre os grupos de
animais, assim como no lipidograma dos animais alimentados com dieta NE quando
comparados os niveis plasmaticos em DO e em D+12, enquanto nos grupos com
modificagdo da fonte lipidica houve elevagao das concentragcbes de colesterol total
(CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL), triglicerideos (TGL) e diminuicdo da concentragdo de lipoproteina de alta

densidade (HDL). Quando comparados os seis grupos de animais, em D+12, apenas



XV

os niveis plasmaticos de HDL dos animais dos grupos 2, 4 e 6 apresentaram-se
significativamente menores que os do grupo 3. Nossos resultados permitem concluir
que a dieta nutricionalmente equilibrada mantém os niveis de lipidios plasmaticos,
enquanto a dieta a base de gordura suina provoca alteragdes no perfil lipidico de
ratos alimentados com este tipo de ragdo, independentemente do procedimento

cirargico realizado sobre o bago.
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ABSTRACT
An important role of the spleen in lipid metabolism has been suggested by clinical
and experimental studies. Few studies, however, have evaluated the impact of
different sources of fat in plasma lipid levels. The purpose of the present investigation
was to analyze the effect of a nutritionally balanced (NB) diet and a diet containing
pork fat (PF) as sources of lipids on the lipid profile of rats submitted to total
splenectomy (TS) alone or combined with splenic autotransplantation (SA). Sixty
adult male Wistar rats were divided into six groups of 10 animals each: 1 — sham-
operated, fed the NB diet; 2 — sham-operated, fed the PF diet; 3 — TS, fed the NB
diet: 4 — TS, fed the PF diet; 5 — SA, fed the NB diet; and 6 — SA, fed the PF diet.
Blood samples were collected immediately before the operation (DO) and 12 weeks
after the beginning of the experiment (D+12) for plasma lipid determination. On
D+12, the animals were killed and the splenic implants of groups 5 and 6 were
removed. Morphologic regeneration of splenic tissues was observed, with no
difference in percent regeneration between these two groups. Weight gain and chow
intake were similar among all groups of animals. When D+12 plasma lipid levels were
compared to DO, there were no differences in groups 1, 3, and 5, while in groups 2,
4, and 6 total cholesterol (TC), low density lipoprotein (LDL), very low density
lipoprotein (VLDL), and triglycerides (TGL) levels had increased and high density
lipoprotein (HDL) levels had decreased. At the end of the experiment, only the HDL
levels of groups 2, 4, and 6 were lower than group 3 levels. Our results lead us to
conclude that, regardless of the surgical spleen procedure to which the rats were
submitted, a nutritionally balanced diet maintained plasma lipid levels, while a diet

containing pork fat as a source of lipids led to alterations in lipid profile.



1 - INTRODUGAO

Durante muitos séculos, o baco foi considerado desnecessario a vida, nao se
atribuindo qualquer importante fungao ao érgdo. Com a sua remogao cirurgica, por
trauma, enfermidades intrinsecas ou hematolédgicas, negligenciavam-se quaisquer
conseqiiéncias dela advindas.'® No entanto, desde que foi demonstrada uma
associagao entre a remogao do baco e a ocorréncia de meningite com sepse em
criancas®, em 1952, um risco aumentado de infecgdes graves relacionadas a
esplenectomia total (ET) vem sendo bem definido na literatura.™*

Atualmente, sabe-se que o baco € responsavel, primordialmente, pela
producdao de mondcitos e linfocitos e pela fagocitose de particulas estranhas,
bactérias, virus e leucécitos, além de produzir fatores séricos, como as opsoninas,
com grande capacidade de estimular a fagocitose.5’6 Além disso, exerce um papel
primario na filtragdo sanglinea, sendo capaz de remover e destruir bactérias,
complexos imunes e substancias coloidais, além de eritrécitos alterados e outras
células sanguineas.’

Ja estda bem documentado que a ET pode resultar em sérias complicacdes
imunoldgicas, hematoldgicas e relativas & homeostase.® Infeccdes graves resultam
primariamente de fungao fagocitaria insuficiente apos ET, notadamente por bactérias
encapsuladas da corrente sanguinea, como S. pneumoniae, H. influenzae e N.
meningitidis." Além disso, ocorre diminuicdo significativa na resposta imunoldgica
humoral devido a perda da capacidade de produgao de anticorpos especificos. A
auséncia da fungdo de filtro sanglineo pode resultar em aumento no numero de
eritrocitos alterados na corrente sanguinea, levando, eventualmente, a disturbios de
coagulagao durante processos infecciosos e aumentando o risco de complicagdes

tromboembdlicas.’



Inimeras estratégias vém sendo desenvolvidas visando maximizar a
possibilidade de preservagado esplénica. Assim, com a utilizacdo de melhores
métodos propedéuticos de imagem e de formas alternativas para tratamento de
inumeras enfermidades hematolégicas e malignas, a atitude referente a realizagao
de ET tem sofrido mudangas nos ultimos anos.’ Neste sentido, em muitos casos
tém sido preconizadas as resseccdes esplénicas parciais e subtotais.''® Todavia,
tem-se demonstrado que, nestes dois procedimentos, pode ocorrer crescimento do
tecido esplénico residual até o seu tamanho original,’® determinando a necessidade
de reoperacdo em individuos portadores de doengas hematolégicas em que se
realizou a esplenectomia parcial ou subtotal.

Fundamentado na correlacao entre ET e sepse e em achados de implantes
esplénicos espontadneos, o auto-implante esplénico heterotopico tem sido
considerado a unica opgao na tentativa de preservar as fungdes do bacgo, nos casos
em que seja inevitavel a sua retirada.’®"” Inimeros estudos tém mostrado que, em
local adequado, ap6s um periodo de necrose, o implante esplénico autégeno (IEA) é
capaz de regenerar-se, readquirindo aspecto macro e microscopico similar ao bago

16,18,19 e

normal, contendo polpas vermelha e branca e foliculos linféides
possibilitando a recuperagdo de inimeras de suas fungdes.®*

Pesquisas clinicas tém mostrado o restabelecimento de algumas fung¢des do
baco com o IEA, por técnicas cintilograficas e métodos laboratoriais indiretos, como
auséncia de eritrécitos alterados na corrente sanguinea e niveis de complemento e
imunoglobulinas séricas dentro do limite de normalidade.??* Também em
experimentos com animais, inumeros estudos vém mostrando a recuperagao da
capacidade de depuragdo sanguinea de substancias coloidais e bactérias, apos

regeneracio do tecido esplénico auto-implantado.®2%%324



Em estudo recente, com o objetivo de determinar a fungdo fagocitaria
bacteriana de macréfagos de tecido esplénico auto-implantado, Marques et al.
(2003) mostraram que o auto-implante esplénico no omento de ratos readquire a
arquitetura de um bago normal e confere protegdao contra infeccdo por Escherichia
coli inoculada na corrente sangiiinea, preservando, portanto, a funco fagocitaria.?

Algumas pesquisas clinicas tém sugerido um importante papel do bago no
metabolismo das gorduras. Foi demonstrado que pacientes portadores de doengas
mieloproliferativas e esplenomegalia cursam com niveis plasmaticos diminuidos de
lipidios quando comparados a populagdo em geral, sendo a esplenectomia capaz de
normalizar esses valores.?®?° As alteracdes no metabolismo lipidico, em decorréncia
da ET por trauma, poderiam também, eventualmente, explicar a alta incidéncia de
infarto agudo do miocardio relatada em veteranos da Segunda Guerra Mundial.*'

Gilbert et al. (1981) mostraram, em pacientes com doencgas
mieloproliferativas, que a atividade da doencga foi acompanhada por um declinio dos
niveis plasmaticos de lipoproteina de baixa densidade (LDL) e a ET ou o controle da
proliferacdo celular por meio da quimioterapia ou irradiagao esplénica reverteu tal
declinio. O tamanho do bago se configurou na variavel mais significativa na tentativa
de explicar a alteracéo nos niveis de colesterol total (CT), LDL e de lipoproteina de
alta densidade (HDL).?

Estudos experimentais tém demonstrado que a ET é acompanhada de
elevagdo nos niveis de CT e triglicerideos (TGL),>?®* e que procedimentos
conservadores do bago, como por exemplo a esplenectomia subtotal, a ligadura
simultdnea dos vasos esplénicos e o auto-implante esplénico seriam capazes de

prevenir alteragdes nos niveis de lipidios plasmaticos.>**° Estes resultados mostram



que a presenca de tecido esplénico é capaz de manter a fungao do 6rgao no que se
refere a regulagao do metabolismo lipidico.

Asai et al. (1988) observaram que coelhos submetidos a ET e que receberam
dieta rica em colesterol apresentaram, apos quatro meses, placas ateroescleréticas
na aorta, atribuidas a hiperlipidemia, evidenciando que esse procedimento cirurgico
poderia resultar em maior incidéncia de disturbios ateroscleréticos.”® Além disso,
embora a hipercolesterolemia se constitua em um pré-requisito para a iniciagao da
aterogénese, a lesdo aterosclerdtica, uma vez iniciada, possui inumeras
caracteristicas de um processo inflamatério crénico, existindo crescente evidéncia
de que o sistema imunoldgico seja especificamente ativado pela aterosclerose e que
a resposta imune possa modular o desenvolvimento da lesdo.”*"* Caligiuri et al.
(2002) mostraram que a remogao do bago aumenta a extensdo e a gravidade das
lesdes aterosclerdticas de ratos e que a imunidade, notadamente aquela mediada
por linfécitos B, exerce um efeito protetor na progressao da doenca.*®

O consumo mundial de gordura tem aumentado substancialmente durante as
ultimas décadas e as suas implicagdes na etiologia de doengas crdnicas, como
doencas cardiovasculares, tém sido extensivamente estudadas, situando-se no
centro de estratégias para a redugdo do risco em individuos e populagdes. O
aumento do consumo de gordura associa-se a elevagao da concentragao plasmatica
de colesterol e & maior incidéncia de aterosclerose coronaria e adrtica.***’

Estudos experimentais em animais tém demonstrado que um aumento na
ingestdo de colesterol resulta na elevacdo dos niveis plasmaticos de CT,
considerando-se 0 aumento nos valores da razdo LDL/HDL um importante fator de
risco para o desenvolvimento de aterosclerose.*'*? No entanto, evidéncias apontam

que, mais do que a sua quantidade total, a maior relevancia encontra-se no tipo de



gordura consumida.*** A concentragdo plasmatica de LDL é primariamente
determinada pela taxa de produgao e pela taxa de atividade dos seus receptores,
por meio dos quais estas particulas entram no figado. O acumulo hepatico de acidos
graxos dietéticos especificos € capaz de alterar estas variaveis, dependendo do
perfil de acido graxo da dieta.*

A ingestdo dietética de gordura saturada parece apresentar um efeito
hiperlipidémico muito maior que o proprio consumo de colesterol dietético.** Os
acidos graxos saturados, presentes principalmente em alimentos de fonte animal,
inibem a atividade dos receptores de LDL e aumentam a sua producao, elevando a
sua concentragao plasmatica com uma magnitude quantitativamente muito maior do
que aquela observada quando grandes quantidades de colesterol dietético séo
adicionadas a dieta.*’*®

Existe forte evidéncia, portanto, da relagdo entre o alto consumo de gordura
saturada e um perfil lipidico aterogénico, constituindo-se a redugao na ingestao de
gordura saturada em uma das estratégias capazes de diminuir a morbimortalidade
por doencas cardiovasculares, e, conseqlientemente, o risco de aterosclerose.*>**°

Apesar de inumeros autores virem atribuindo ao bago uma importante fungao
no metabolismo lipidico, com efeitos deletérios nos niveis de lipidios plasmaticos
ap6s ET e, consequentemente, na aterogénese, faltam estudos que levem em
consideracao a qualidade da dieta oferecida, no que se refere ao tipo de gordura
utilizada, nos niveis lipidicos pds-esplenectomia.

Considerando o papel primordial da alimentacdo na prevencdo e no
tratamento de doencas cardiovasculares, torna-se relevante a realizacao de estudo

experimental com o intuito de se verificar o impacto de uma dieta com alto teor de

gordura saturada, que se assemelhe as dietas consumidas atualmente pela



populacdo, nos niveis plasmaticos de lipidios de animais submetidos a

esplenectomia total isolada ou combinada com implante esplénico autdgeno.



2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral

Analisar o efeito da utilizacdo de dieta nutricionalmente equilibrada (padréo) e
a base de gordura suina como fonte lipidica nos niveis de lipidios plasmaticos em
ratos submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada com implante

esplénico autégeno.

2.2 — Objetivos especificos

Avaliar se existe alteragdo nos niveis de lipidios plasmaticos apds a
realizacdo de esplenectomia total isolada ou combinada com implante esplénico
autégeno em ratos.

Comparar os niveis de lipidios plasmaticos com o uso de dieta a base de
gordura saturada de origem suina em relagdo ao uso de dieta nutricionalmente

equilibrada.



3 - METODO

Utilizou-se um modelo experimental com ratos alimentados com dieta
nutricionalmente equilibrada (& base de 6leo de soja) ou rica em gordura saturada (a
base de gordura suina) e submetidos a esplenectomia total isolada ou combinada
com implante esplénico autégeno. Os animais tiveram amostras de sangue
coletadas imediatamente antes da operagéo (DO) e 12 semanas apds o inicio do
experimento (D + 12) para dosagem dos niveis lipidicos plasmaticos.

O experimento cirurgico e 0 acompanhamento de animais foram realizados no
Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ); a manipulagdo da ragao foi
realizada no Laboratdrio de Fisiologia Clinica e Experimental do Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes (UERJ); as dosagens sanglineas foram realizadas no
Laboratério de Lipides (LabLip) da FCM (UERJ); e a analise histopatoldgica foi

realizada na Disciplina de Anatomia Patolégica da FCM (UERJ).

3.1 — Animais e grupos

Foram utilizados 60 ratos Wistar machos adultos (Rattus norvegicus), com
peso inicial entre 240 e 270 gramas. Esses animais foram distribuidos,
aleatoriamente, em seis grupos de estudo, cada um com dez animais:

» Grupo 1 — Controle — operacdo simulada; submetidos somente a
manipulagéo cirurgica do bago, com oferta de ragdo nutricionalmente
equilibrada (padrao);

» Grupo 2 — Controle — operacdo simulada; submetidos somente a
manipulagao cirurgica do bago, com oferta de ragdo a base de gordura

suina;



» Grupo 3 — submetidos a esplenectomia total, com oferta de racao
padrao;

» Grupo 4 — submetidos a esplenectomia total, com oferta de ragao a
base de gordura suina;

» Grupo 5 — submetidos a esplenectomia total combinada com implante
esplénico autégeno, com oferta de ragao padrao;

» Grupo 6 — submetidos a esplenectomia total combinada com implante

esplénico autégeno, com oferta de ragcdo a base de gordura suina.

Todos os animais foram provenientes do Biotério do Laboratério de Cirurgia
Experimental da FCM (UERJ) e receberam ragao apropriada para ratos (Focus 1722
Roedores® — Agroceres Nutricdo Animal Ltda — Rio Claro, SP, Brasil) e agua ad
libitum, até atingirem o peso ideal para o inicio do experimento. Os ratos foram
alojados em gaiolas individuais, em biotério climatizado, com foto-periodos diarios

de 12 horas.

3.2 — Procedimentos operatoérios

O dia do procedimento operatério foi considerado como o primeiro dia de
experimento (DO).

Apods jejum de 12 horas, os ratos foram submetidos a anestesia geral com
associacdo de cloridrato de cetamina a 10% (50 mg/Kg) (Ketamina Agener® —
Agener Unido Satde Animal) e xilazina a 2% (5 mg/kg) (Calmiun® — Agener Unido
Saude Animal), por via intraperitoneal, e, entéo, fixados a mesa operatoria, seguido

de tricotomia abdominal, anti-sepsia com iodopovidine (Povidet®, Tecnofarma
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Industria e Comércio Ltda. — Campinas, SP, Brasil) e colocagcdo de campos
operatorios.

A operacao foi realizada por meio de laparotomia mediana supra-umbilical. Os
ratos dos grupos 1 e 2 foram submetidos apenas a manipulagao cirurgica do bago
em DO. Os ratos dos grupos 3 e 4 foram submetidos a esplenectomia total isolada e
os ratos dos grupos 5 e 6 a esplenectomia total combinada com implante esplénico

autégeno.

3.2.1 — Esplenectomia total isolada
O baco foi mobilizado para o campo operatério e realizada a ligadura dos
vasos esplénicos e esplenogastricos com fio de linho 3-0 (Linho®, Ethicon — Johnson
& Johnson — Sao José dos Campos, SP, Brasil). Apds a sua retirada, o 6rgao foi
pesado em balanga de precisdo (modelo BEL® - Engineering). A parede abdominal
foi fechada com sutura continua em dois planos (planos peritonioaponeurético e
pele), com fio de acido poliglicdlico 3-0 (Dexon 1I®, Brasmédica S/A — Sdo Paulo, SP,

Brasil).

3.2.2 - Esplenectomia total combinada com implante esplénico autégeno
Apos a retirada e pesagem do bacgo, ele foi seccionado transversalmente, em
cinco fatias, cada uma com cerca de 2 mm de espessura. As seccoes esplénicas
foram implantadas no omento maior, com sutura continua, utilizando fio de acido
poliglicolico 4-0 (Dexon 1I®, Brasmédica S/A — S&o Paulo, SP, Brasil). Os pontos
foram dados alternadamente, no omento e no tecido esplénico, para que houvesse
interposicao de tecido omental entre as fatias esplénicas. A parede abdominal foi

fechada com sutura continua em dois planos (planos peritonioaponeurético e pele),
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com fio de acido poliglicélico 3-0 (Dexon 11° Brasmédica S/A — Sao Paulo, SP,

Brasil).

3.3 — Controle pés-operatério

Os animais foram observados no periodo poés-operatério imediato até a
recuperagao de sua atividade fisica, quando foram recolocados nas gaiolas,
passando a ser oferecida a dieta especifica a cada grupo de ratos.

A mesma quantidade de ragao foi oferecida a todos os grupos de animais. Os
ratos foram acompanhados durante 12 semanas, quando, entdo, foram submetidos
a nova coleta sanguinea. Os animais dos grupos 5 e 6 foram submetidos a nova
laparotomia, sob anestesia com cloridrato de cetamina e xilazina, por via
intraperitoneal, para observacéao, retirada e pesagem do auto-implante esplénico e,

posteriormente, mortos por sobredose anestésica, com 0 mesmo agente anestésico.

3.4 — Alimentagao dos animais

Até obterem o peso ideal para o inicio do experimento, todos os animais
receberam a racdo Focus 1722 Roedores® (Agroceres Nutricao Animal Ltda — Rio
Claro, SP, Brasil). (Tabela 1) Esta racdo é composta por cloreto de sddio (sal
comum), milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, fosfato bicalcico,
carbonato de calcio, DL-metionina, L-lisina, HCL, aditivo antioxidante e premix
mineral vitaminico (vitamina A, vitamina E, vitamina K, vitamina B1, vitamina B2,
vitamina B6, vitamina B12, niacina, acido pantoténico, acido félico, biotina, colina,
ferro, zinco, cobre, iodo, manganés, selénio e cobalto). A quantidade exata utilizada
dos ingredientes ndo é fornecida pelo fabricante, somente os seus percentuais

maximo ou minimo.
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Tab. 1. Composig¢ao da ragao comercial oferecida aos animais no periodo pré-

operatoério.
Umidade (max) 13 %
Proteina bruta (min) 22,0 %
Extrato etéreo (min) 4,0 %
Matéria mineral (max) 9,0 %
Matéria fibrosa (max) 8,0 %
Célcio (max) 1,4 %
Foésforo (min) 0,8 %

* max — maximo; min — minimo

A partir de DO, os ratos receberam dietas especificas, conforme distribuicao
nos grupos, durante as 12 semanas. O consumo da ragao foi avaliado pela aferigao
do seu peso, diariamente na primeira semana e, apds, uma vez por semana. A
quantidade de racdo aferida foi subtraida da previamente oferecida, resultando no
valor de dieta consumida. Os animais também foram pesados com a mesma
frequéncia. O peso dos animais, bem como da racao, foi aferido sempre no mesmo
horario, em balanca de precisdo (modelo AdventureTM® — Ohaus).

A racado foi manipulada segundo a férmula estabelecida pelo American
Institute of Nutrition (AIN-93M),>° apropriada para estudos com Nutricdo
Experimental. A ragao foi preparada com modificagdes na fonte de gordura e, entao,
acondicionada e mantida sob refrigeragao a 4 °C.

Os animais dos grupos 1, 3 e 5 receberam ragao manipulada padréo, sendo
esta uma dieta nutricionalmente equilibrada, contendo 4% de teor lipidico, pelo uso

do dleo de soja como fonte, como preconizado pela AIN-93M.
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As ragdes dos animais dos grupos 2, 4 e 6 foram manipuladas de forma que,

apos o uso predominante de gordura suina (82% do teor total de lipidio) como fonte

lipidica no lugar do dleo de soja utilizado na ragdo padrado, contivesse alto teor de

gordura saturada. Do total da oferta lipidica (4%), 18% eram provenientes do 6leo de

soja, visando garantir a oferta minima de acidos graxos essenciais.” (Tabela 2)

Tab. 2. Ingredientes da ragao manipulada oferecida aos animais no periodo

pos-operatério de acordo com os grupos de estudo (g/kg de ragao).

Os

Ingredientes

Grupos 1,3e5

Grupos 2,4 e 6

Amido de milho 621 621
Sacarose 100 100
Caseina 140 140
Oleo de soja 40 7,2
Gordura suina --- 32,8
Fibra (celulose) 50 50
Vitaminas 10 10
Minerais 35 35
L-Cistina 1,8 1,8
Colina 2,5 2,5
ingredientes amido de milho dextrinizado e o

antioxidante

butilhidroquinona terciaria (TBHQ) n&o foram utilizados na manipulagdo das ragoes.

A quantidade necessaria de amido de milho dextrinizado foi substituida pelo amido

de milho.



14

3.5 — Estudo histopatolégico

Ao final do experimento, apds morte dos animais por sobredose anestésica, os
ratos dos grupos 5 e 6 foram submetidos a nova laparotomia para retirada dos
implantes esplénicos. Estes foram dissecados, com remogao do omento, e pesados
em balanga de precisao.

Os implantes esplénicos foram colocados em frascos contendo solucdo de
formalina tamponada a 10%. Processou-se o tecido em solugdes crescentes de
alcool e xilol, que, em seguida, foi incluido em blocos de parafina (Parafina para
Histologia®, Isofar, Industria e Comércio de Produtos Quimicos — Rio de Janeiro,
Brasil) e cortado, com o auxilio de um micrétomo (Leica RM20225°, Leica
Instruments — China), em fatias de 4 um de espessura.

As laminas, preparadas a partir dessas fatias, foram submetidas a colorag&o
de hematoxilina e eosina, que permitiu a verificagdo da arquitetura histolégica
esplénica. ApOs a coloragao, as laminas foram analisadas em microscépio éptico
(Labophot®, Nikon — Tokyo, Japan) e fotografadas com camera digital (Canon
PowerShot A640®, Canon Inc. — Tokyo, Japan), com objetiva de 10x e ampliacdo de

4 0Ox.

3.6 — Dosagem de lipidios plasmaticos

Todos os animais tiveram amostras sanguineas coletadas imediatamente
antes do procedimento cirurgico (DO) e ao final de 12 semanas do experimento
(D+12), por puncéo cardiaca, sob anestesia com cloridrato de cetamina e xilazina.
Os tubos com as amostras de sangue coletadas foram imediatamente levados ao

laboratério para analise.
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Em todas as amostras sanguineas foram dosados os niveis séricos de
colesterol total (CT), triglicerideos (TGL), lipoproteina de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL).

As dosagens de CT, HDL e de TGL foram quantificadas por meio do método
enzimatico colorimétrico, ap6s centrifugacao, utilizando um analisador automatico
A15 (BioSystems®).

As fragdes LDL e VLDL foram determinadas pela aplicacdo da equagao de
Friedwald:

VLDL (mg/dL) = triglicerideos / 5

LDL (mg/dL) = colesterol total - VLDL — HDL

3.7 — Andlise estatistica

As analises estatisticas realizadas visaram a comparacdo dos niveis de CT,
LDL, HDL, VLDL e TGL nos diferentes momentos do experimento e entre os
diferentes grupos de estudo.

Para comparacao dos dados encontrados em DO e D+12, foi utilizado o teste
de Wilcoxon. A comparagao dos dados entre os grupos foi realizada pelo teste de
Kruskal-Wallis e pelo pos-teste de Dunn (usado para comparagao dos grupos, dois a
dois).

A comparacgao dos grupos, considerando a variagdo do peso e a ingestao de
racao, também foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis e pelo pds-teste de Dunn. A
comparagao da massa esplénica entre os grupos 5 e 6 foi realizada por meio do

teste t de student.
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As analises foram realizadas com a utilizacdo do programa GraphPad Prism
4® — 2003 e do pacote estatistico SAS® — 2007.
Em todas as analises, um valor de p<0,05 foi estabelecido para a rejeicao da

hipétese nula de similaridade entre os grupos.

3.8 — Aspectos éticos nos cuidados com os animais

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal do
Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro.

Todos os procedimentos seguiram, rigorosamente, a regulamentagao

existente sobre experimentacdo com animais.’*°*
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4 - RESULTADOS
4.1 - Evolugao dos animais
Durante o periodo pos-operatorio imediato, todos os animais recuperaram-se
rapidamente do procedimento realizado, ndo se observando qualquer complicagao.
Apenas um rato (grupo 4) evoluiu para o oObito durante a 62 semana de
experimento, sendo excluido das analises. Embora submetido a necropsia, nao foi

possivel a identificacdo da causa do 6ébito.

4.2 — Regeneragao do tecido esplénico implantado

Ocorreu regeneragao do implante esplénico autégeno em todos os animais
dos grupos 5 e 6 (submetidos a ET combinada com IAE). (Figura 1)

Em dez dos 20 ratos, foram encontradas as cinco fatias esplénicas
implantadas; em seis animais, foram encontradas quatro fatias esplénicas; e em
quatro, trés fatias. Foram encontradas, em alguns casos, fatias esplénicas unidas,
aparentemente nao mostrando tecido omental entre si, assemelhando-se,
macroscopicamente, a um bago de aspecto normal.

Nao houve diferenga significativa nas médias de massa esplénica implantada
e de massa esplénica regenerada entre os grupos 5 e 6, assim como o percentual
de regeneracdo e o numero de fatias esplénicas recuperadas também foram

similares. (Tabela 3)



18

Fig. 1. Tecido esplénico regenerado no omento maior de rato, apés 12

semanas do auto-implante.

Tab. 3. Analise comparativa da massa esplénica nos grupos de animais

submetidos a esplenectomia total combinada com implante esplénico

autogeno.
Grupos Massa Massa Numero de % recuperado
implantada regenerada fatias / massa total
(9) (9) recuperadas
5 0,87504+0,169  0,18321+0,089 4,500+0,7071  0,21378+0,109
6 0,93088+0,136  0,22069+0,139 4,100+0,8759 0,22911+0,123
Valor de p 0,4284 0,4844 0,2758 0,7716

Valores expressos como meédia + desvio-padrao

4.3 — Analise morfolégica dos implantes esplénicos

A microscopia 6ptica, a analise das laminas coradas com hematoxilina-eosina
permitiu a observagao de aspectos morfolégicos similares em ambos os grupos de
animais que foram submetidos a esplenectomia total combinada com implante

esplénico.
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Havia a presenca de polpa branca, constituida por varios foliculos linféides,
por vezes com limites pouco precisos, além de polpa vermelha, com sinusoides
dilatados e grande quantidade de macréfagos fagocitando pigmentos de
hemossiderina. A Figura 2 mostra a morfologia microscépica de um auto-implante

esplénico regenerado, sob aumento de 40 x.

Polpa branca  Foliculo linféide Polpa vermelha

Fig. 2. Microfotografia de implante esplénico regenerado. (HE, 40x)

4. 4 — Evolugao do peso corporal e do consumo de ragao
Nao houve diferenca significativa nos pesos iniciais, finais, assim como no
ganho de peso e no consumo de ragao durante todo o experimento, entre os seis

grupos de animais. (Tabela 4 e Figura 3)



Tab. 4. Analise comparativa do peso corporal dos animais no inicio do

experimento e apos 12 semanas.
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Grupo n Peso inicial* Peso final** Ganho de peso***
1 10 255,93 £ 10,51 428,50 + 65,28 172,58+58,41
2 10 253,58 * 8,28 444 90 + 46,26 191,31+47,53
3 10 250,38 £ 7,81 412,97 + 34,34 162,58+35,24
4 09 256,06 £ 4,42 44427 + 73,92 188,21+71,10
5 10 252,32 £ 5,99 414,16 + 43,61 161,84+44,33
6 10 255,64 * 8,58 442,05 + 61,47 186,41+57,20
n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padréao;
*0 =0, 3399 **p =0, 8146 ***p = 0,8542
Consumo de ragao
2000+
C
S 1500+
O
s p=0,1846
S 10004
o)
£
? 5001
5
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Fig. 3. Comparacao do consumo total de racao (g) durante o experimento,

G1 G2

G3

G4 G5 G6

Grupos

entre os diferentes grupos de estudo.
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4.5 — Analises sanguineas

Nao houve diferenga significativa em nenhum dos parametros estudados (CT,
HDL, LDL, VLDL e TGL) nos animais dos grupos 1, 3 e 5 (ratos alimentados com
racdo padrdao) quando comparados os valores de pré e pds-operatorio, dentro do
mesmo grupo.

Em contraposi¢cao, houve aumento significativo nos niveis plasmaticos de CT,
LDL, VLDL e TGL, além de uma diminui¢do nos niveis de HDL, dentro de cada um

dos grupos 2, 4 e 6 (ratos alimentados com ragao modificada). (Tabelas 5 a 9)

Tab. 5. Andlise comparativa dos valores de colesterol total (mg/dL), no inicio e

ao final do experimento (12 semanas), nos diferentes grupos de estudo.

Grupo n Inicio Final Valor de p
1 10 67,5 + 13,664 73,1 + 28,345 0,8457
2 10 61,8 + 10, 942 70,5 + 6,060 0,0273*
3 10 68,1 + 14,372 82,8 + 36,874 0,1934
4 09 62,111 £ 10,635 69,333 + 11,011 0,0234*
5 10 68,2 + 7,997 62,9 + 9,826 0,1289
6 10 63,1 + 8,089 74,2 + 9,508 0,0039*

n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padrao;
* diferenca significativa
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Tab. 6. Analise comparativa dos valores de HDL (mg/dL), no inicio e ao final do

experimento (12 semanas), nos diferentes grupos de estudo.

Grupo Valor de p
1 22 + 1,633 25,3 £ 10,350 0,6406
2 23,6 + 4,835 16,8 + 3,011 0,0039*
3 22,4 + 1,350 28,4 + 13,040 0,2031
4 20,778 + 3,700 17,889 + 4,649 0,0234*
5 22,1 +1,197 22,2 + 4,417 0,9219
6 21,1 +4,533 17,1+ 3,213 0,0039*

n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padrao; * diferencga significativa

Tab. 7. Andlise comparativa dos valores de LDL (mg/dL), no inicio e ao final do

experimento (12 semanas), nos diferentes grupos de estudo.

Grupo Valor de p
1 34,0 + 13,952 32,2+14,172 0,4316
2 30,0 £ 9,498 38,4 £ 9,823 0,0391*
3 36,0 £ 13,474 36,7 + 16,282 0,8457
4 33,555 + 9,825 38 +7,842 0,0234*
5 36,1 £ 9,527 31,0 £7,468 0,3750
6 33,1 +6,226 38,8 +7,510 0,0039*

n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padrao; * diferencga significativa
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Tab. 8. Analise comparativa dos valores de VLDL (mg/dL), no inicio e ao final

do experimento (12 semanas), nos diferentes grupos de estudo.

Grupo n Inicio Final Valor de p
1 10 11,5+2,718 15,6 + 7,834 0,2969
2 10 8,2 4,022 15,3 £ 9,238 0,0020*
3 10 9,7 +£2,908 17,7 £ 11,898 0,0840
4 09 7,778 + 2,224 13,444 + 5,703 0,0156*
5 10 10,0 + 3,887 9,8 + 3,584 1,0
6 10 8,9+2,378 18,3+ 7,573 0,0039*

n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padrao; * diferencga significativa

Tab. 9. Analise comparativa dos valores de triglicerideos (mg/dL), no inicio e

ao final do experimento (12 semanas), nos diferentes grupos de estudo.

Grupo n Inicio Final Valor de p
1 10 57,1 £13,127 77,8 £ 39,347 0,4961
2 10 40,7 £ 19,928 77,1 £45,329 0,0020*
3 10 48,9 £ 14,372 88,0 + 59,388 0,0645
4 09 38,111 £ 11,152 67,222 £ 28,252 0,0039*
5 10 46,8 + 21,175 49,1 + 18,441 0,1309
6 10 446 + 12,616 91,4 + 38,021 0,0039*

n — tamanho da amostra; valores expressos como média + desvio-padrao; * diferencga significativa

No inicio do experimento, quando comparados os animais de todos os grupos
de estudo, ndo houve diferenca no que se refere aos niveis plasmaticos de CT, HDL,
LDL, VLDL ou TGL (p>0,05 para todos os grupos). Esta situagdo se manteve ao final

do experimento (apos 12 semanas), exceto no tocante aos niveis plasmaticos de
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HDL, significantemente menores nos animais do grupo 3, em comparagao aos
animais dos grupos 2, 4 e 6. (Figura 4)

Adicionalmente, quando se comparou, separadamente, os niveis plasmaticos
de lipidios dos grupos 1 vs 3 vs 5, assim como dos grupos 2vs4 vs 6,emD + 12,
no intuito de se determinar o efeito do procedimento cirurgico realizado, observou-se
que nao houve diferenga significativa em nenhum dos parametros analisados (p>

0,05).

p<0,05 .,
p>005 pco.os_[_ p>005
| <005
- 50-

.
=4

CT (mg/dL)
HDL (mg/dL)
38

s
=]
i

4
Grupos de animais

Grupos de animais

p> 0,05 p>005

g

8
g

=1
i

VLDL (mg/dL)
g

TGL (mg/L)

<

Grupos de animais Grupos de animais

Fig. 4. Comparacao dos niveis séricos de colesterol total, das fragoées HDL,
LDL, VLDL e de triglicerideos entre os grupos de animais, apés 12 semanas de

experimento.
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5 - DISCUSSAO

O conhecimento acerca das atribuicdes do baco na resposta imunoldgica do
organismo e, consequentemente, das seérias complicagdes decorrentes de sua
auséncia, levaram ao desenvolvimento de novas abordagens para o tratamento de
afeccbes esplénicas. A esplenectomia total, comumente realizada no passado, seja
por enfermidades hematolégicas e malignas ou por trauma, tem sido
progressivamente  substituida  por  procedimentos  conservadores.’***°
Adicionalmente, o progressivo conhecimento sobre as fungdes do bago, como um
possivel papel na regulagcdo do metabolismo lipidico, tem sido demonstrado em
estudos clinicos e experimentais, em duas situagbes antagOnicas: no
hiperesplenismo e na asplenia.>*°¢->’

Ja estd bem documentado que o implante esplénico autégeno (IEA)
apresenta capacidade de regeneracgao, e € considerado como a unica opg¢ao para a
manutencdo da fungdo do érgdo apds a realizacdo de esplenectomia total (ET)."0°®
O implante esplénico no omento maior, haja vista o seu abundante suprimento
sanguineo e a drenagem venosa para a veia porta, em similaridade ao baco in situ,
parece apresentar os melhores resultados.’*®® Apesar da seqiiéncia da regeneragao
iniciar-se algumas horas apds o implante e a neovascularizagao poucos dias apds o

18,61,62

procedimento, parecem ser necessarias entre oito a 12 semanas para a sua

regeneracdo morfoldgica e funcional.®*®*
Neste estudo, optou-se por submeter o rato a condicdo de asplenia para

verificar possiveis alteracdes nos niveis de lipidios plasmaticos, além de observar se

o |AB seria eficaz em proteger os animais destas alteragoes.
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A regeneracgao da funcao do baco parece ter uma relacéo direta com a massa
esplénica implantada,®® sendo estabelecido por diversos autores o percentual
minimo de 25% da massa esplénica total — massa critica — para a manutencgéo de
suas funcdes imunoldgicas.'®%*® Independentemente disso, no presente estudo foi
realizado o implante da massa esplénica total, com o intuito de se observar a
recuperacao funcional do tecido esplénico implantado nos niveis de lipidios
plasmaticos.

Em concordancia com achados anteriores,'82°67:68

a analise histopatologica
do tecido esplénico implantado ao final do experimento evidenciou arquitetura
caracteristica de um bago normal, observando-se regeneragao morfolégica em todos
0s animais submetidos ao implante esplénico, sem diferenga entre os grupos de
animais alimentados com dieta nutricionalmente equilibrada (grupo 5) ou com alto
teor de gordura saturada (grupo 6).

Robinette e Fraumeni Jr (1977) foram pioneiros em apontar a participagao do
baco na regulacdo dos lipidios plasmaticos, atribuindo a asplenia possiveis
disturbios que provocariam a alta incidéncia de infarto agudo do miocardio em
veteranos esplenectomizados durante a Segunda Guerra Mundial.*' Em inimeros
estudos realizados em pacientes com doencas mieloproliferativas associadas a
esplenomegalia, foram encontrados niveis de lipidios plasmaticos diminuidos.?®%"%°

Estudos experimentais tém avaliado o impacto da ET nos niveis de lipidios
plasmaticos, com resultados conflitantes. Foi demonstrado aumento significativo dos
niveis plasmaticos de TGL e diminuicdo de HDL apds a realizacdo de ET em ratos
alimentados com dieta normal, e com alteracdo mais pronunciada com o uso de

dieta com teor aumentado de gordura;32 em contraposigao, os resultados de outros

estudos mostraram elevacido nos niveis plasmaticos de CT e de LDL, e diminuigao
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dos niveis de HDL, com auséncia de altera¢des nos niveis de TGL ou de VLDL,35 ou
elevagdo de todos estes parametros,® em ratos submetidos ao mesmo
procedimento.

A grande maioria dos estudos existentes que avaliam os niveis de lipidios
plasmaticos apds procedimentos cirurgicos sobre o bago nado levam em
consideragao o ganho de peso dos animais durante o experimento, assim como o
seu consumo de racdo. Cabe ressaltar que o excesso de adiposidade corporea pode
levar a uma piora em diversos fatores de risco para doencas cardiovasculares,
incluindo a dislipidemia.”®’" Desta maneira, um maior ganho de peso ou um maior
consumo de ragdo de determinado grupo, por exemplo, poderia resultar num
aumento dos niveis de lipidios plasmaticos e, conseqlientemente, na interpretagao
errdnea dos resultados obtidos. E incontestavel, portanto, a importancia do controle
destas variaveis para a identificagdo de possivel heterogeneidade entre os diversos
grupos de animais e influéncia nos resultados. No presente estudo, o ganho de
peso, assim como o consumo de racdo foi acompanhado durante todo o
experimento, tendo sido observado um ganho de peso similar entre todos os grupos
de animais, assim como o consumo de racdo durante as 12 semanas de
experimento.

Além disso, grande parte dos estudos utiliza a ragdo comercial para
alimentacdo dos animais durante o experimento, acrescida ou ndo de colesterol.
Sabe-se que, neste tipo de ragéo, a quantidade exata utilizada dos ingredientes e,
portanto, a sua composi¢ao, inclusive no que se refere a quantidade de gordura, ndo
€ fornecida pelo fabricante, somente os seus percentuais maximo ou minimo. Nao
se pode assegurar, por conseguinte, a composi¢ao nutricional idéntica entre todos

os lotes de racgao.
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O exato conhecimento da composi¢cdo da dieta do modelo animal a ser
utilizado € um dos fatores de maior importancia, haja vista que determinado nutriente
pode exercer grande influéncia no desfecho observado. A ragdo nutricionalmente
equilibrada, fundamentada nas recomendacdes da AIN-93, utilizada em nosso
estudo, € apropriada para estudos com nutricdo experimental. Essa racado é
adequada em micro e macro-nutrientes para roedores adultos que nao estejam em
fase de reproducao (fase de manutengao), visando garantir a composi¢céo da dieta
oferecida.>®

Em alguns trabalhos, dietas enriquecidas com colesterol foram utilizadas com
o objetivo de induzir hiperlipidemia e enfatizar as possiveis alteragdes no
lipidograma, observando-se aumento ainda mais significativo no perfil lipidico de
ratos esplenectomizados que tiveram colesterol adicionado a sua racdo, quando
comparado aos animais alimentados com racdo controle.?®**°" Ja é esperado,
contudo, que a adigdo de colesterol, por si, seja capaz de alterar os niveis
plasmaticos de lipidios. Neste estudo, optou-se por modificar a fonte lipidica com o
intuito de se observar o efeito do tipo de gordura nos niveis plasmaticos de lipidios,
sem alterar a quantidade de gordura oferecida.

De acordo com as estimativas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
(2003), aproximadamente 16,7 milhdes de pessoas morrem anualmente por
doencas cardiovasculares, sendo considerada, atualmente, como a maior causa de
morbimortalidade no mundo ocidental. Dentre os principais fatores de risco
contribuintes, os niveis plasmaticos elevados de CT exercem um papel primordial na
iniciacdo e progressao da aterosclerose. Estudos experimentais, clinicos,
epidemiologicos e formas genéticas de hipercolesterolemia apontam o LDL

aumentado como a maior causa de doencas cardiovasculares.”* "
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A melhora dos fatores de risco associados ao estilo de vida permanece como
um dos meios mais eficazes para reducdo do risco de doengas coronarianas.
Pesquisas realizadas em animais e em humanos mostraram associagao importante
de intervencbes dietéticas para reducdo dos niveis plasmaticos de LDL e a
estabilizacéo e regressado da aterosclerose, proporcional a redugdo alcancada.’*"®

Durante a década de 80, as recomendacdes dietéticas para a redugao do
risco de doengas coronarianas tinham como énfase a reducdo na quantidade total
de gordura ingerida, com pouca distingdo em relagdo ao seu tipo.”” No entanto,
evidéncias recentes sugerem redugdes consistentes no risco de doengas
cardiovasculares alcangadas com alteragdes no perfil de lipoproteinas plasmaticas,
por meio de mudangas na qualidade da gordura consumida. A substituicdo da
gordura saturada e da gordura trans por gordura mono e poliinsaturada é capaz de
trazer beneficios, alterando favoravelmente o perfil lipidico, observando-se pouco
efeito quando se reduz a quantidade total de gordura ingerida.”®"®

A escolha da gordura suina como fonte lipidica utilizada para alimentagéo dos
animais dos grupos 2, 4 e 6 se deveu ao seu elevado teor de gordura saturada. Pelo
fato das principais fontes de gordura saturada consumidas pela populagéao,
alimentos de origem animal, serem também fontes de colesterol, deve-se levar em
consideragcao também o teor de colesterol presente na dieta nos resultados
observados nestes grupos. Diversos estudos demonstraram que o colesterol
dietético € um regulador do colesterol plasmatico menos potente que os acidos
graxos dietéticos, mas, todavia, pode exercer um efeito importante quando ambos
agem sinergicamente.?%%?

Ao contrario do que tem sido demonstrado na literatura em estudos

experimentais, ndo foram observadas alteragdes nos niveis de lipidios plasmaticos
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apos os procedimentos cirurgicos realizados neste estudo, quando os animais foram
alimentados com a ragao controle. Deste modo, o trauma cirurgico e a ET,
associada ou nao ao IEA, nao interferiram no lipidograma dos animais estudados.

Similarmente, Rezende et al. (2007), utilizando uma ragao semelhante a que
foi usada neste estudo, em camundongos, encontraram niveis plasmaticos
semelhantes de colesterol e de suas fragdes entre os grupos submetidos a
intervencao cirurgica, independentemente do procedimento realizado ter sido a
operacgao simulada, a esplenectomia total, seguida ou ndo de transplante autégeno
esplénico®® Resultados semelhantes foram obtidos por Caligiuri et al. (2002), que
também n&o encontraram alteragdes nos niveis de CT em camundongos
esplenectomizados, embora a ET tenha agravado drasticamente a aterosclerose em
relagdo ao grupo controle (operagao simulada).39

Quando os animais foram alimentados com ragdao com modificagédo na fonte
lipidica, observou-se aumento significativo nos niveis plasmaticos de CT, LDL, VLDL
e TGL, e diminuicdo do HDL, quando comparados o inicio e o final do experimento,
dentro de cada grupo. Estas alteragcbes foram observadas em todos os grupos de
animais alimentados com racdo a base de gordura suina, independentemente do
animal ter sido submetido a operagcao simulada e a esplenectomia total, isolada ou
combinada com implante esplénico.

E importante ressaltar que, embora na comparacdo entre os grupos de
animais estudados ao final do experimento, tenha sido observada diferenca apenas
nos niveis plasmaticos de HDL (grupo 3 vs 2, 4 e 6), as alteragbes encontradas
dentro de cada um dos seis grupos de estudo sdo de grande relevancia, haja vista

que ocorreu uma piora significativa nos niveis de CT e de suas fragées, bem como
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de TGL, na 122 semana, em relagdo ao inicio do experimento, quando os ratos
foram alimentados com a dieta modificada.

Nossos resultados corroboram achados relatados na literatura de que dietas
ricas em gordura saturada e colesterol aumentam os niveis de colesterol total e de
LDL, resultando em um perfil lipidico mais aterogénico.?*®® Efeitos observados nos
niveis plasmaticos de TGL, HDL e VLDL podem resultar de mudangcas na
quantidade de gordura ou no perfil de acidos graxos da gordura utilizada na ragao do
periodo do pds-operatorio em relagao a ragao utilizada no pré-operatério (comercial).

Sabe-se que, quanto maiores os niveis de LDL, maior € o risco de surgimento
de doencgas cardiovasculares.?” Além disso, os niveis plasmaticos de TGL estdo
fortemente relacionados a uma série de fatores aterogénicos, como o predominio de
particulas de LDL pequenas e densas e diminuicdo de particulas grandes de HDL.
As subclasses maiores de HDL sdao as que estdo mais relacionadas ao efeito
cardioprotetor desta classe de lipoproteinas e seus niveis sao inversamente
correlacionados aos niveis plasmaticos de TGL.2%8°

Apesar de serem considerados hipo-responsivos ao colesterol dietético, da
dificuldade em produzir hipercolesterolemia e aterosclerose em ratos e do
questionamento existente acerca do melhor modelo animal para estudo do

metabolismo lipidico,®"

a dieta utilizada, a base de gordura suina, sem aumento no
teor lipidico e apenas com modificacdo na sua fonte, foi eficaz em provocar a
hiperlipidemia nos animais.

Algumas teorias foram propostas na tentativa de explicar os mecanismos
implicados na regulagao dos niveis sanglineos de lipidios pelo bago nas doengas

mieloproliferativas. Schmidt et al. (1997) compararam o bago a um reservatério

lipidico em situagbes de hiperesplenismo, onde macréfagos acumulariam grande
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quantidade de gordura, mediante o processo de fagocitose, com consequente
hipolipidemia.®> Foram descritas ainda, em pacientes com beta-talassemia,
anormalidades na estrutura e na composicdao das lipoproteinas, que seriam
rapidamente removidas do plasma pela atividade de macréfagos.®

Alguns estudos sugerem, ainda, que a esplenomegalia presente nestes
pacientes resulta em hipocolesterolemia por meio de um mecanismo de varredura,
onde macréfagos ativados aumentam o catabolismo da LDL, propiciando a sua
depuracdo plasmatica.?*® Também foi descrito um aumento na taxa de captacdo de
LDL, via receptor, e a sua degradagcdao em células mononucleares (linfécitos
maduros e mondcitos) de pacientes com leucemia mieldide aguda (LMA), quando
comparados a individuos saudaveis, sendo o bago um dos érgaos que apresentaram
taxa aumentada de captacgédo dessa fragao lipidica, configurando-se num dos locais
de sua degradac&o.®®” Vallabhajosula et al. (1989) estudaram a distribuicéo de LDL
marcada em pacientes com desordens mieloproliferativas e encontraram o bacgo
como um dos maiores sitios de catabolismo da LDL,* corroborando os achados
anteriores.

Outro mecanismo proposto para a participacdo do baco no metabolismo
lipidico é a producdo de anticorpos anti-LDL oxidada.*®* O bago exerce um
importante papel na maturacao de linfocitos B e no desenvolvimento da imunidade
humoral para antigenos circulantes, como lipoproteinas modificadas, podendo estar
envolvido, portanto, na protecdo contra a aterosclerose, e na modulacdao do
desenvolvimento da lesdo. O complexo antigeno-anticorpo seria retirado da
circulagao por macréfagos teciduais, incluindo os esplénicos.

A LDL é a maior lipoproteina carreadora de colesterol do plasma humano,

representando aproximadamente 70% do CT. Em diversos tecidos, as particulas de
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LDL entram nas células predominantemente via ligagdo com receptores especificos
de membrana celular, com posterior degradagdo nos lisossomos e liberacdo do
colesterol livre para ser utilizado na sintese de membranas ou na produgédo de
horménios esterdides e acidos biliares.*

Alguns autores sugeriram que o baco, figado e linfonodos podem exercer uma
forte contribuicdo no catabolismo da LDL pela via independente de receptor, por
meio da atividade do seu sistema mononuclear fagocitario (SMF).""" Estudo
realizado em coelhos mostrou diminuicdo do clearance plasmatico de LDL apds a
supressao da atividade do seu SMF, concomitantemente ao bloqueio da via
dependente de receptor, mediante a sua modificagdo quimica.’ No entanto, em
uma situagcdo normal, é possivel que a remog¢ao do bago nao influencie os niveis
LDL, devido a uma compensacao pela presenca da via receptor-dependente ou
ainda pela presencga de outros 6rgaos também responsaveis pelo clearance de LDL,
via receptor ndo-dependente.

Com isso, apesar do provavel papel do baco nas doencas mieloproliferativas
e da imunidade esplénica no desenvolvimento da aterosclerose, nao foi
demonstrada influéncia de procedimentos cirurgicos sobre o bago nos niveis de
lipidios plasmaticos de ratos, sugerindo que, na auséncia de enfermidades, o bago
nao exergca um papel relevante na regulacédo dos lipidios plasmaticos. A qualidade
da gordura consumida, por meio do uso de dieta rica em gordura saturada de origem
suina, determinou alteragao significativa do lipidograma dos animais, ao contrario da
dieta nutricionalmente equilibrada. E fundamental ressaltar a necessidade de novas
pesquisas, com a utilizacdo de outros modelos animais, além de diferentes fontes e
quantidades de gordura na dieta, utilizadas tanto no pré quanto no pds-operatério,

para melhor elucidar o papel do bago no metabolismo lipidico.
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6 — CONCLUSAO
Nossos resultados demonstram que:

v A esplenectomia total, associada ou ndo ao implante esplénico
autdégeno, nao provoca alteragdes nos niveis de lipidios plasmaticos de
ratos.

v' Ratos submetidos a uma dieta nutricionalmente equilibrada mantém os
niveis plasmaticos de lipidios, enquanto ratos submetidos a uma dieta
com gordura suina como fonte lipidica apresentam uma piora no perfil

desses mesmos parametros.
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ANEXO

Tab. A1. Peso inicial e final (g) de cada animal, por grupo.

Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo®6

1 | 253,17 249,39 266,32 252,85 266,25 256,33
F 339,62 4641 411,12 442,05 393,02 540,09
2 | 240,05 253,36 240,97 264,33 251,65 262,24
F 405,55 430,03 422,58 630,02 425,14 508,11
3 | 269,41 266,79 255,04 Obito 246,65 263,92
F 426,92 530,06 337,86 415,13 530,13
4 | 248,87 247,98 240,22 251,38 253,52 241,67
F 383,14 447,79 390,13 435,88 442,23 398,51
5 | 261,61 245,27 249,92 2594 254,19 250,55
F 444,13 485,21 403,38 428,55 480,91 402,08
6 | 255,01 246,51 254,49 252,92 256,7 256,82
F 426,25 488,01 458,4 414 412,74 392,02
7 | 241,86 251,36 254,48 251,29 249,39 256,21
F 371,23 398,12 448,9 386,1 403,18 434,06
8 | 264,81 254,32 246,46 256,47 250,12 242,47
F 484,2 394,01 400,7 406 397,41 368
9 | 254,69 269,81 244,67 259,5 249,71 258,54
F 429,8 398,2 440,32 392,07 317,73 432,23
10 | 269,82 251,08 251,31 256,41 245,06 267,73
F 574,23 414 416,34 464,09 454,2 416,10

| — peso inicial; F — peso final
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Tab. A2. Ingestao total de ragao de cada animal (g), por grupo, durante as 12

semanas de experimento.

Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6
1 1035,76 1686,6 1334,36 1697,86 1379,9 1943,68
2 1470,57 1634,46 1516,91 2282,08 1565,13 1827,29
3 1417,92 1951,98 1322,39 obito 1501,51 2004,32
4 1332,23 1555,22 1433,61 1667,28 1502,07 1391,36
5 1520,62 1770,7 1363,96 1556,96 1538,65 1568,14
6 1358,67 1756,82 1606,46 141442 1343,31 1342,47
7 1397,46 1312,71 1470,05 1393,13 1283,38 1531,91
8 1542,28 1315,7 1165,28 1290,86 1314 1195,68
9 1370,14 1440,29 1331,21 1250,48 1008,86 1559,13
10 1819,84 1465,93 1467,5 1675,93 1580,08 1521,38




Tab. A3. Massa esplénica implantada e regenerada (g) de cada animal dos

grupos 5 e 6.
Animal Grupo 5 Grupo 6
1 I 0,76 1,0331
R 0,0864 0,5061
2 | 0,9988 1,0647
R 0,1929 0,4328
3 | 1,2537 1,0254
R 0,3056 0,1803
4 | 0,8927 0,8854
R 0,2876 0,1547
5 | 0,7465 0,9452
R 0,281 0,2436
6 | 0,8445 0,871
R 0,1376 0,1769
7 | 0,981 0,7184
R 0,0659 0,1146
8 | 0,6508 0,9083
R 0,2397 0,0983
9 | 0,8144 0,7295
R 0,1168 0,1033
10 | 0,808 1,1278
R 0,1186 0,1963

| — massa esplénica implantada; R — massa
esplénica regenerada
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Tab. A4. Niveis plasmaticos inicial e final de colesterol total (mg/dl) de cada

animal, por grupo.

Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6
1 I 62 58 53 49 62 59
F 67 68 68 65 61 83
2 I 71 67 62 58 70 66
F 56 70 45 58 65 82
3 I 64 79 42 dbito 57 70
F 61 78 39 49 90
4 I 59 66 77 52 79 81
F 53 73 68 67 79 81
5 I 57 67 61 55 60 55
F 61 65 63 61 69 63
6 | 65 57 89 66 70 67
F 76 67 104 80 67 77
7 I 45 76 77 71 79 56
F 35 74 156 77 45 68
8 I 83 48 82 57 72 57
F 118 79 129 60 68 65
9 I 92 51 75 69 73 62
F 79 72 84 65 65 68
10 | 77 49 63 82 60 58
F 125 59 72 91 61 65

| — valor inicial; F — valor final
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Tab. A5. Niveis plasmaticos inicial e final de HDL (mg/dl) de cada animal, por

grupo.
Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6
1 I 21 24 20 20 24 25
F 29 20 20 18 19
2 I 23 28 21 20 21 20
F 21 14 15 20 18
3 I 24 29 23 dbito 22 27
F 24 19 17 19 25
4 I 21 29 23 17 23 27
F 21 15 28 17 18 15
5 I 25 28 22 25 21 15
F 16 16 12 16 23 16
6 I 22 24 23 25 22 18
F 14 20 40 24 25 15
7 I 20 20 23 16 23 25
F 17 20 53 15 20 18
8 I 22 19 24 20 23 20
F 42 16 40 17 21 15
9 I 22 19 21 18 22 18
F 25 17 28 14 32 16
10 I 20 16 24 26 20 16
F 44 11 31 27 26 14

| — valor inicial; F — valor final
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Tab. A6. Niveis plasmaticos inicial e final de LDL (mg/dl) de cada animal, por

grupo.
Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6
1 I 27 25 23 22 24 24
F 24 33 36 34 30 38
2 | 38 34 31 33 40 35
F 17 43 22 34 36 39
3 | 26 41 11 Obito 23 33
F 25 41 16 24 35
4 | 27 20 44 28 40 43
F 22 19 28 43 46 49
5 I 17 26 29 21 30 32
F 34 29 43 25 32 35
6 I 30 28 52 31 41 41
F 49 38 48 36 34 51
7 I 19 51 45 49 51 24
F 12 42 63 52 19 24
8 I 52 22 54 31 37 33
F 50 55 60 33 35 37
9 | 58 27 40 43 47 36
F 40 46 23 43 27 40
10 l 46 26 31 44 28 30
F 49 38 28 42 27 40

| — valor inicial; F — valor final
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Tab. A7. Niveis plasmaticos inicial e final de VLDL (mg/dl) de cada animal, por

grupo.
Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupo6
1 | 14 9 10 7 14 10
F 14 15 12 13 13 26
2 I 10 5 10 5 9 11
F 18 13 8 11 9 25
3 | 14 9 8 Obito 12 10
F 12 18 6 6 30
4 I 11 17 10 7 16 11
F 10 39 12 7 15 17
5 I 15 13 10 9 9 8
F 11 20 8 20 14 12
6 I 13 5 14 10 7 8
F 13 9 16 20 8 11
7 | 6 5 9 6 5 7
F 6 12 20 10 6 26
8 [ 9 7 4 6 12 4
F 26 8 29 10 13 13
9 I 12 5 14 8 4 8
F 14 9 33 8 6 12
10 I 11 7 8 12 12 12
F 32 10 13 22 8 11

| — valor inicial; F — valor final



Tab. A8. Niveis plasmaticos inicial e final de triglicerideos (mg/dl) de cada

animal, por grupo.

Animal Grupo1 Grupo2 Grupo3 Grupo4 Grupo5 Grupob6

1 | 70 47 49 34 69 52
F 68 75 59 67 65 129
2 | 49 27 48 27 47 57
F 89 65 39 54 45 126
3 | 69 43 41 Bbito 28 50
F 59 92 32 31 149
4 | 55 84 50 33 80 54
F 52 193 61 36 77 87
5 | 73 65 52 46 69 39
F 55 100 38 99 70 59
6 I 65 24 70 51 35 39
F 65 44 81 102 38 54
7 | 31 25 43 28 25 35
F 30 62 201 48 32 131
8 I 44 33 22 28 60 20
F 130 41 142 50 66 63
9 | 59 25 72 38 22 38
F 69 47 164 41 28 60
10 | 56 34 42 58 33 62
F 161 52 63 108 39 56

| — valor inicial; F — valor final
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