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INFLUENCIA DO BACO, DA ASPLENIA E DO IMPLANTE ESPLENICO
AUTOGENO NO METABOLISMO LIPiDICO DE CAMUNDONGOS

INFLUENCE OF THE SPLEEN, ASPLENISM AND AUTOLOGOUS SPLENIC IMPLANTS
ON LIPID METABOLISM IN MICE
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RESUMO: Objetivo: Estudar a influéncia do bago, da asplenia e do implante esplénico autégeno no metabolismo lipidico, por meio
da avaliagdo do lipidograma sérico de camundongos e da verificagdo do efeito do transplante autégeno de bago em diferentes locais
do abdome. Método: Foram utilizados camundongos BALB/c distribuidos em sete grupos de 10 animais: controle normal (CN);
controle obeso (CO); operagdo simulada (OS); esplenectomia total (ET); trés grupos submetidos ao transplante autégeno do bago:
omento maior (OM), retroperitonio (RP), tecido subcuténeo da parede abdominal (PA). Os animais, com exce¢do do grupo CN,
foram submetidos a dieta com 1,25% de colesterol. A intervencao cirargica foi realizada 30 dias ap6s o inicio da dieta. A coleta de
sangue ocorreu no 60° dia pos-operatério. Foram dosados os nivels de triglicérides, de colesterol total e de suas fragdes, bem como
a glicemia. O bago, os implantes esplénicos e o figado foram submetidos a estudo histolégico. Resultados: A dieta aumentou os
niveis plasmaticos de colesterol total, HDL e LDL dos camundongos (p < 0,05 versus CN). Entre os animais em uso da dieta, ndo
houve diferenca no lipidograma dos grupos controles (CO e OS) quando comparados ao grupo esplenectomizado (ET), assim como
em relagdo aos animais submetidos ao transplante autégeno do bago (OM, RP, PA). A capacidade de preservacdo da arquitetura
histolégica esplénica foi semelhante nos trés locais de implante. Todos os animais que utilizaram a dieta enriquecida apresentaram
esteatose hepatica. Conclusdo: De acordo com os resultados obtidos o bago ndo parece participar da regulagdo dos niveis de lipideos
plasméticos em camundongos BALB/c (Rev. Col. Bras. Cir. 2007; 34(3): 177-182).
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INTRODUCAO

Durante muito tempo as atribui¢Bes do baco
permaneceram desconhecidas. Por ter suaimportanciapouco
esclarecida e pelo fato de sua auséncia ser compativel
com a vida, até hoje este 6rgdo vem sendo retirado
indiscriminadamente no trauma e em diversas doencas
hematol dgicas'. A esplenectomiatotal eraconsideradaauni-
ca op¢ao terapéutica independentemente do tipo e da exten-
sdo da afeccao esplénica?®.

King e Schumacker Jr#, em 1952, a0 descreverem a
sepse fulminante pos-esplenectomia, despertaram a atencao
da comunidade cientifica para a importancia do tecido
esplénico naprevencdo deinfecgdes graves. Umavezinicia-
dos, os estudos sobre 0 baco tornaram-se progressivamente
mais frequentes. A participacdo do bagco no sistema
imunol 4gico € bem conhecida®®. O bago é o principal respon-
savel pelafagocitose e peladepuracdo de particulas, bactéri-
as, virus, fungos e parasitas da corrente sanguinea’®. Uma

nova funcdo do baco que vem sendo pesquisada é o sua
participagdo naregulagdo do metabolismo lipidico®®. Apesar
de alguns autores terem encontrado evidéncias de
hiperlipidemiaassociadaaasplenia, o papel do bago no meta-
bolismo lipidico aindando foi esclarecido®.

Observadaaimportanciadesse érgéo, suapreserva-
G8o total ou parcial passou a ser realizadade formamaisfre-
guente. Entre os métodos de conservagdo do bago destacam-
se a esplenorrafia, a hemiesplenectomia, a esplenectomia
subtotal e a ligadura da artéria esplénica. Quando a
esplenectomia total € inevitével, o transplante autégeno de
tecido esplénico € a tnicamaneirade obter amanutencado da
funcdo esplénica e evitar as complicagdes da aspleniat*4.

A participagéo do tecido esplénico naregulacdo dos
lipidios plasmaticosfoi inicial mente apontada por Robinettee
Fraumeni Jr*®, queem 1977, estudaram amortdidadetardiade
veteranos que foram esplenectomizados durante a Segunda
GuerraMundial. A dtaincidénciadeinfarto agudo do miocardio
fez com que esses autores atribuissem a asplenia possiveis
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distarbios lipidicos que provocariam 0s incidentes
vasculares®™®. Em pacientes com doengas mieloproliferativas
foi encontrada reducdo nas concentracfes plasmaticas de
lipidios provavelmente decorrentes da hiperfuncgéo
esplénical®?’.

Trabalhos experimentais avaliaram o impacto da
esplenectomianos nivelscirculantes delipoproteinas'® 2. Asai
et al'®, em 1988, observaram que coel hos esplenectomizados
apresentavam aumento do colesterol total, dostriglicéridese
dos fosfolipides, enquanto a fragdo HDL era reduzida apos
dieta enriquecida com colesterol. Paulo e Silva® observaram
em modelo experimental em cées que a esplenectomia total
aumentou os niveis de colesterol total e de suafracdo LDL.
Essas alteragdes também foram encontradas por Jamel et al™®,
emratos.

Apesar dos varios trabal hos j& descritos na literatu-
ra, os resultados encontrados ainda sdo conflitantes e a parti-
cipagdo do baco no metabolismo lipidico ainda € um assunto
controverso. Considerando que a hiperlipidemia esta direta-
mente associada a formagdo de placas de ateroma e que as
doencas ateroscleréticas sdo uma das principais causas de
morte?, € pertinente verificar se de fato a esplenectomia pre-
dispbe aalteragdes no lipidogramae se o transpl ante autégeno
de baco influencia nesse indice metabdlico.

METODO

Animais. Foram utilizados 70 camundongos
isogénicos da linhagem BALB/c, machos, a partir de quatro
semanas de idade. Os animais foram alocados no setor de
experimentacdo do L aboratdrio de | munologiado I nstituto de
CiénciasBioldgicas - UFJF e mantidos em gaiol as padr&o so-
bre estantes ventiladas. Foram estudados sete grupos de 10
animais, assim distribuidos: grupo controle normal (CN) —ne-
nhum procedimento cirdrgico; grupo controle obeso (CO) —
nenhum procedimento cirdrgico; grupo operacdo simulada
(0S); grupo esplenectomia total (ET); grupo omento maior
(OM) - implante autdgeno de bago no omento maior; grupo
retroperitdnio (RP) - implante autégeno de bago em
retroperitonio; grupo parede abdominal (PA) - implante
autégeno de baco na parede abdominal.

O projeto esta de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentac@o Animal (COBEA), efoi aprovado peaComis-
S50 de Eticana Experimentacdo Animal (CEEA) daPré-Reito-
riade PesquisadaUniversidade Federal de Juiz de Fora(Pro-
tocolo n®. 041/2005).

Dieta. A alimentacdo foi constituidapor ragdo ricaem
colesterol e agua. A ragéo utilizada neste trabalho foi aAIN-
93G (RHOSTER Industriae Comércio Ltda.) acrescidade 1,25%
de colesterol. Todos os animais, com exce¢do daqueles do
grupo controle normal, foram submetidos a dieta enriquecida
com colesterol. A dietafoi iniciadaapds o desmame, com qua-
tro semanas de idade. Foi observado que camundongos da
linhagem BALB/cingerem emtorno de 5,8 a6,0 g deragéo por
dia. Esses valores serviram como base para a quantidade de
alimento adequadaa ser colocadaem cadagaiola. O ganho de
peso foi acompanhado durante todo o experimento.
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Procedimento cirUrgico. A anestesia e a interven-
¢éo cirdrgicaforam realizadas 30 dias apds o inicio da dieta.
Para a anestesia foi utilizada solucéo anestésica composta
pelas seguintes substancias: quetamina (5%), xilazina (2%) e
solucéo salina (0,9%), na proporgdo de 3:1:8, por via
intraperitoneal, na dose de 0,005 ml/g de peso corporal. A in-
tervencdo cirdrgicafoi realizadana capelade fluxo laminar e
utilizou material previamente esterilizado.

Nosanimaisdo grupo operacéo simuladarealizou-se
laparotomia mediana, inventério da cavidade abdominal,
mobilizagéo do baco, isolamento dos vasos esplénicos e
laparorrafia.

Nos grupos esplenectomizados realizou-se
laparotomiamediana, esplenectomiatotal convencional, liga-
dura do pediculo vascular e dos vasos curtos esplénicos com
categute simples 5-0.

Nos grupos com implantes autégenos, 30% do teci-
do espl énico ressecado foi individualizado, pesado e dividido
em duas partes, conforme atécnica jé descrita por Nunes et
al?2. No grupo omento maior, os fragmentos foram colocados
em um envelope de omento maior, onde foram fixados com
pontos de &cido poliglicdlico 6-0 e envolvidos pelo omento.
No grupo retroperiténio, o retroperitdnio foi aberto por dis-
seccdo romba, apos tragdo do rim esguerdo, e os fragmentos
foram col ocados proximo aos grandes vasos abdominais, sem
fixagdo. No grupo parede abdominal, os fragmentos foram
colocados no tecido celular subcuténeo da parede abdominal,
sem fixag&o. A quantidade detecido espl énico implantado nos
grupos submetidos ao transplante autégeno de bago foi se-
mel hante. O peso médio e o desvio padréo do tecido implanta
do foram de 0,056 + 0,009 g no grupo OM, 0,054 + 0,009 g no
grupo RPe0,053+ 0,009 g nho grupo PA (p=0,78). Alaparorrafia
foi realizadaem plano Unico com poliglactina4-0 (Figural).

Coletadesangueeanalisebioquimica. A coletade
sanguefoi realizadano 60° dia pds-operatorio. Foram col hi-
dos cerca de 2 ml de sangue através de puncdo do plexo
axilar sob sedacéo. A coletade sanguefoi realizadaem tubos
de4 ml (BD Vacutainer™ SST™ Gel & Clot Activator). ApGs
acoleta, o material obtido foi mantido em umatemperatura
de 4 a 8°C. As fragdes do lipidograma dosadas foram os
niveisdetriglicérides, colesterol total, HDL -colestrol, LDL -
colesterol e VLDL-colesterol. A dosagem da glicemia tam-
bém foi efetuada. Os exames foram realizados no aparelho
LABMAX 240 (LABTEST). Otriglicérides, colesterol total e
0 HDL -colesterol foram dosados pelo método colorimétrico
enzimatico. Asfragbes LDL eVLDL foram calculadas pela
formulade Friedwald.

Estudo Histopatol 6gico. Apés a col eta de sangue,
0s animais mortos (exsanguinacdo sob anestesia) foram sub-
metidos a um inventério da cavidade abdominal. A retirada
do baco/implantes autdgenos e do figado foi realizada em
cinco animais de cada grupo, selecionados aleatoriamente.
O material obtido paraandlise histopatol 6gicafoi fixado em
formol a10%. Foram realizados cortes histol 6gicos com cer-
ca de trés micrdmetros de espessura corados pela
hematoxilina e eosina. O material foi avaliado pelo mesmo
patol ogista que analisou o padréo histol égico do baco, im-
plantes esplénicos e do figado. Neste ultimo foi verificada
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Figura 1 —Implante de tecido esplénico (setas) emtréslocais dife-
rentes. A: Omento maior. B: Retroperitonio. C: Parede abdominal.

também a presenca de esteatose hepética, sua classificacdo
e grau de comprometimento. As lesdes hepaticas por
esteatose foram classificadas em baixo grau (acometimento
de até metade do | 6bul o hepético) e alto grau (acometimento
de mais da metade do |6bulo hepético).

AndliseEstatistica. Asdiversasvariaveisnuméricas
foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de normali-
dade de K olmogorov-Smirnov paradistribui¢o gaussianados
dados. Para as variéveis que possuiam distribuicdo normal e
homocedasticidade, a avaliacdo estatistica foi realizada por
meio de andlise de variancia(ANOVA), seguidapelo teste de
Bonferroni de comparacdo multipla. Caso contrario, foi utiliza-
do o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis
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. Asvaridveis nominais foram analisadas por meio
do teste ndo-paramético qui-quadrado. Osvaloresforam con-
siderados significativos parap < 0,05.

RESULTADOS

A sobrevida dos camundongos envolvidos no estu-
dofoi de97,1% (68/70). Foram registrados dois ébitos no pés-
operatorio, um no grupo ET eum no grupo PA, por causasndo
identificadas mesmo apds exame das cavidades abdominal e
torécica

A cavidade abdominal ndo apresentou alteragdesem
nenhum dos animais. O aspecto macroscopico do baco foi
normal nosgrupos CN, CO e OS. Nos camundongos submeti-
dos ao transplante autégeno de bago, no omento e no
retroperitonio, foram observadas aderéncias nas proximida
des dosimplantes. O figado dos animai's que estavam em uso
dadietaenriquecidacom 1,25% de colesterol mostrou altera-
¢Bes macroscopicas sugestivas de esteatose em 65,5% (38/
58) dos casos.

A dietaAIN-93G + 1,25% de colesterol foi eficaz para
aumentar oslipidios plasméticos dos camundongos BALB/c.
O colesterol total e suasfracbesHDL e L DL dosanimaisque
fizeram uso da dieta especial foram maiores do que os dos
animais em uso da dieta padrdo, grupo CN (p < 0,002). Ndo
foram observadas diferengas nos niveis séricos de VLDL-
colesterol etriglicérides, assim como deglicemia, entre osani-
maisque utilizaram e osque ndo utilizaram adietaenriquecida
com colesterol. O ganho de peso durante o experimento tam-
bémfoi similar entretodos os grupos (p = 0,51).

As dosagens de colesterol total foram semelhantes
entre o grupo CO e todos os grupos submetidos a interven-
¢ao cirdrgica, independentemente do procedimento realizado
ter sido a operacdo simulada, a esplenectomia ou a
esplenectomia seguida de transplante autégeno do baco (p =
0,20) (Tabelal).

Asfracdesdo colesterol total também foram equiva-
lentesentre osgrupos em uso dadietaenriquecida. N&o foram
registradas diferencgas nos niveis séricos de HDL-colesterol
entre os grupos (p = 0,27). Também n&o houve diferencas
entre os valores encontrados para a fragdo LDL-colesterol
nos diferentes grupos em uso da dieta acrescida de 1,25% de
colesterol (p=10,39). Osresultadosdafracdo VL DL -colesterol
também nao foram diferentes entre os grupos em uso dadieta
especid (p=0,77) (Tabelal). Osniveisséricosdetriglicérides,
assim como o colesterol total e suasfragdes, também néo tive-
ram diferenca entre os grupos que fizeram uso dadietaAIN-
93G + 1,25% de colesterol (p = 0,76). N&o foram registradas
diferencas nos niveis plasméticos de glicose entre os grupos
(p=0,12) (Tabelal).

Os implantes esplénicos, em 18/30 dos casos, apre-
sentaram estrutura compativel com o bago normal. O tecido
esplénico implantado dos outros 12 camundongos apresen-
tou alteragdes nas polpas branca e vermelha que reduziram
suas espessuras (Figura 2). Em 80% dos animais dos grupos
RP e PA osimplantes mantiveram aestruturanormal, enquan-
to apenas 20% dos camundongos do grupo OM n&o tiveram
hipotrofiaparenquimatosa(p =0,01).
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Tabela 1 — Valores de colesterol total e suas fraces, triglicérides e glicemia (média + desvio padré&o) nos camundongos dos

diferentes grupos.

Grupo Colesterol Triglicérides Glicemia
Total HDL LDL VLDL
ControleNorma 103+ 15* 62+ Q7* 09+ 04* 32+ 12 161+ 38 167+ 21
Controle Obeso 114+ 07 69+ B 22+ 07 23+ 6 113+ 24 166+ 28
Operacdo Simulada 21+ 11 74+ B 21+ ™4 27+ 8 131+ B 188+ 33
EsplenectomiaTotal 112+ 11 67+ 06 21+ 06 25+ 8B 123+ 191+ 26
Omento Maior 125+ 20 72+ 12 27+ ™ 26+ 10 12+ R 194+ 37
Retroperitonio 118+ 13 68+ (B 22+ 06 28+ 11 142+ 5% 164+ 16
Parede Abdominal 113+ 1 69+ 12 21+ 07 23+ 06 114+ 3 185+ 10
* p < 0,002 emrelagdo aos animais em uso da dieta.
Esteatose hepéticafoi encontradaem 30 dos 35 figa- DISCUSSAO

dos avaliados, sendo que apenas os camundongos do grupo
CN néo tiveram alteracdo do tecido hepético. O padrao
histol 6gi co identificado em todos os casos foi 0 de esteatose
microvesicular degrausvariados (Figura?2).

Figura 2 — Estudo histopatol égico do tecido esplénico e hepati-
co. Hematoxilina-eosina (x10). A: Tecido esplénico original (gru-
po OS). B: Implante esplénico com estrutura compativel com o
6rgéo original (grupo RP). C: Implante esplénico com peque-
nas alteracdes (grupo OM). D: Tecido hepatico sem alteracgdes
(grupo CN). E: Tecido hepatico com esteatose de baixo grau
(grupo PA). F: Tecido hepatico com esteatose de alto grau (gru-
po CO).
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A importancia incontestavel do bago na resposta
imunitaria organica e a descoberta de outras atribuic¢des
desse Orgéo trouxeram umanova orientacdo no tratamento
das afecgdes esplénicas®?. Tanto a indicagdo quanto a
abordagem cirurgicatornaram-se cada vez mais conserva-
doras®3t,

Neste estudo, a mortalidade observada apds o pro-
cedimento cirdrgicofoi deaproximadamente 2,9%, valor muito
inferior ao registrado por outros autores®. E possivel que o
controle rigoroso das condi¢Bes de manutencdo e manuseio
dos animais tenha contribuido para esse resultado favoravel.
Em relagdo ao procedimento cirdrgico, aquantidade detecido
esplénico implantado, independentemente do local deimplan-
te, seguiu aorientacdo daliteratura, que definiu serem 25% do
tecido esplénico o minimo necessario paraamanutencao das
fungdes desse 6rgdo®.

No presente trabalho, em concordancia com acha-
dos anteriores, a andlise histopatol égica do tecido esplénico
implantado foi semelhante nos trés locais de implante e evi-
denciou em todos 0s casos arquitetura caracteristica de
baco*®. As pequenas ateragdes encontradas foram decor-
rentes do trauma operatorio e sdo previstas em todas as ope-
ragdes esplénicas??®. Por outro lado, é importante ressaltar
gue o aspecto morfol égico ndo tem necessariamente corres-
pondénciafuncional. Portanto, o tecido pode ser viavel e apa-
rentar normalidade mesmo sem funcionar adequadamente. Tal
fato justificou o estudo funcional do tecido esplénico no me-
tabolismolipidico.

Outro aspecto relevante é o uso de uma dieta
enriquecida, com o objetivo deinduzir hiperlipidemiaeenfetizar
as possiveis ateracfes no lipidograma. Esse método ja foi
utilizado em outrostrabalhos'**°e, defato, adietautilizadafoi
eficaz em aumentar os niveis de lipideos plasméticos nos ca-
mundongos BALB/c. Cabe ressaltar aausénciade diferencas
nos niveis de lipidios plasméticos entre os grupos avaliados.
Dessamaneira, o traumacirirgico e aesplenectomia, com ou
sem os auto-implantes, ndo interferiram nos valores do
lipidograma dos camundongos estudados. Morfol ogicamente,
a esplenectomia total também ndo predispds os animais a
esteatose hepédticamaior.
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Asal et al¥, em 1990, observaram aumento de
triglicérides, de colesterol total e dafragdo HDL em coelhos
esplenectomizados, porém n&o foram encontradas diferencas
na fraco LDL¥. Todavia, 0 principa mecanismo proposto
paraa participacdo do baco no metabolismo lipidico é a pro-
ducdo de anticorpos anti-L DL -col esterol oxidado'®*2, Por ou-
tro lado, Paulo et al®?, em 2005, descreveram que a
esplenectomiainduz umaelevacdo dosniveisdetriglicérides,
decolesterol total edasfragbesHDL, LDL eVLDL emratos.
Petroianu et al®, em 2006, verificaram que apdsaesplenectomia
em ratososniveisde colesterol total edafragdo LDL elevam-
se, enquanto que afragdo HDL diminui.

Este trabalho ndo encontrou que a esplenectomia
influencia nos nivels plasméticos de lipidios de camundon-
gosBALBY/c. Esteresultado pode ser explicado em parte pelo
model o experimental utilizado. Resultados semelhantesforam
publicados por Caligiuri et al*® que também néo encontraram
alteragbes nos niveis de colesterol em camundongos
esplenectomizados. Segundo esses autores 0 bago influencia
no metabolismo lipidico por meio de linfocitos B capazes de
produzir anticorpos anti-L DL -colesterol oxidado. Esse com-
plexo antigeno-anticorpo seria retirado da circulagdo por
macréfagos teciduais, incluindo os esplénicos. O bago parti-
ciparia ndo apenas da depuracdo dos imunocomplexos, mas

também da produgdo de anticorpos anti-L DL -col esterol oxi-
dado, por conter amaior parte dos linfécitos B de memoriae
por ser o principal local de apresentac&o antigénica e produ-
¢ao de anticorpos®.

Alguns estudos experimentais identificaram que as
alteragBes|ipidicasinduzidas pelaesplenectomiatotal podem
ser prevenidas por técnicas conservadoras do bago®>®. No
entanto, este trabalho ndo mostrou alteragdesno lipidograma,
mesmo com preservacéo esplénica mediante implante
autégeno de baco em trés locais, cujas drenagens venosas
s8o digtintas e ocorrem, respectivamente, para a circulago
porta, paraa circul agio sistémicaou paraambas. E fundamen-
tal ressaltar que apenas o lipidograma ndo é suficiente para
estabelecer ainfluéncia do tecido esplénico no metabolismo
lipidico de camundongos. Novas pesquisas rel acionadas aos
anticorpos anti-L DL -col esterol oxidado e ao desenvolvimen-
to de lesBes ateroscleréticas sd0 necessarias para conhecer
melhor o papel do bago no metabolismo lipidico.
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ABSTRACT

Background: This work evaluated the influence of the spleen and splenic remnants on lipid metabolism, by evaluating the
impact of splenectomy on the lipidogram of mice and by studying the effect of autogenous spleen tissue implanted in different
sites. Methods: 70 BALB/c mice weredivided into seven groups of 10 animals: normal control group, with no diet or surgery;
fat control group, without surgery; surgical procedure sham group; total splenectomy group and three groups with implants
in different sites: greater omentum, retroperitonium and abdominal subcutaneous tissue. The animals, except the normal
control group, received food with 1.25% chol esterol. The surgical procedurewas carried out 30 days after the beginning of the
food administration. Two months after the operations, serumtriglycerides, cholesterol and glycemiawere studied. Histological
assessments of the spleen or implantsand theliver were carried out. Results: The enriched food increased the plasmatic levels
of total cholesterol, HDL, and mainly LDL of the mice (p<0.05). No significant difference was found in the lipidograms of the
animals of the control groups when compared with the splenectomized ones, as well as in the animals submitted to the
autogenous splenic tissue transplantation. The preservation of the splenic histological architecture was similar on the three
implantation sites. All the animalsreceiving enriched food presented liver steatosis. Conclusion: The spleen, splenectomy and
splenicimplantsdo not influencelipidogramin BALB/c mice.

Key words: Spleen; Splenectomy; Transplant; Lipid metabolism; Cholesterol; Triglycerides.
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