UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
THIAGO DOS SANTOS ROSA

O PAPEL DO BACO NO METABOLISMO E NA
REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

Mogi das Cruzes, SP
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE DE MOGI DAS CRUZES
THIAGO DOS SANTOS ROSA

O PAPEL DO BACO NO METABOLISMO E NA
REGULACAO DA TEMPERATURA CORPORAL

Dissertacio apresentada ao programa
de pos-graduacao da Universidade de
Mogi das Cruzes como parte dos
requisitos para obtencao do titulo de
Mestre em Biotecnologia. Area de
concentracio: Biotecnologia aplicada

a saude.

Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de Carvalho Araujo

Mogi das Cruzes, SP
2010



FicHA CATALOGRAFICA
Universidade de Mogi das Cruzes - Biblioteca Central

Rosa, Thiago dos Santos

O papel do baco no metabolismo e na regulacédo da
temperatura corporal / Thiago dos Santos Hosa. — 2010.

80f.

Dissertacao  (Mestrado em  Biotecnologia) -
Universidade de Mogi das Cruzes, 2009
Area de concentracdo: Biotecnologia Aplicada a

Saude
Orientador: Prof? Dr? Ronaldo de Carvalho Araujo

1. Esplenectomia 2. Bago 3. Metabolismo 4.
Temperatura |. Aratjo, Ronaldo de Carvalho

CDD 619.93




Tel.: (011) 4798-7000
Fax: (011) 4799-5233
http:/f'www.umec.br

ATAS.

ATA DA SESSAO PUBLICA DE APRESENTA(;AO DE DISSERTACAO DE
MESTRADO EM BIOTECNOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE MOGI DAS
CRUZES

As catorze horas do dia vinte e dois de outubro de dois mil ¢ nove, na
1 niversidade de Mogi das Cruzes, realizou-se a defesa de dissertacéo “O Papel do
~ Baco no metabolismo e na Regulagdo da Temperatura Corporal” para obtengdo do
grau de Mestre pelo(a) candidato(a) Thiago dos Santos Rosa. Tendo sido o
numero de créditos alcangados pelo(a) mesmo(a) no total de 48 (quarenta ¢ oito), a
- saber: 24 unidades de crédito em disciplinas de pés-graduagdo e 24 unidades de
~ crédito no preparo da dissertagdo, o(a) aluno(a) perfaz assim os requisitos para
~ obtencdo do grau de Mestre. A Comissdo Examinadora estava constituida dos
Senhores Professores Doutores Ronaldo de Carvalho Aratjo, da Universidade
 Federal de S&o Paulo, Niels Olsen Saraiva Camara da Universidade de S&o Paulo
¢ Tiago Rodrigues da Universidade de Mogi das Cruzes, sob a presidéncia do(a)
primeiro(a), como orientador(a) da dissertagdo. A Sessdo Publica da defesa de
 dissertacdo foi aberta pelo Senhor Presidente da Comissiio que apresentou o(a)
_candidato(a). Em seguida o(a) candidato(a) realizou uma apresentagdo oral da
- dissertacdo. Ao final da apresentagdo da dissertagdo, seguiram-se as argiliicdes -
pelos Membros da Comissdo Examinadora.. A seguir a Comissdo, em Sessdo
Scereta, conforme julgamento discriminado por cada membro, considerou o(a)
~ candidato(a)

a,,évﬂpua co  — VNG i iola c/_@

{aprovddo(a) /reprovado(a)) (unanimidade/maioria)

Mogi das Cruzes, 22 de outubro de 2009.

Comissio Examingdora Julgamento
a,[yzo vercdo

: i’mf Dr. Ronaido t ho Aratjo (apfvadclalireprovadula))
;LL\/\_SQ AU ,T Lo~ et WT'L’GL’:‘J

i ‘] = Niels 0Ol I (aprovado(a)/reprovado(a))

Gyrerode

/T (aprovade(a)/reprovado(a))




DEDICATORIA

A busca por respostas e por sucesso, nos torna avidos aos
sinais mais relevantes da razdo, mas cegos as virtudes que
importam ao nosso crescimento. Os poucos, mas fortes lagos de
amizade constituidos nesta jornada indicam o meu atual orgulho e
satisfacdo, mas ndo so6 profissional, e sim como ser humano. Por
tanto dedico este trabalho aos primeiros e eternos lacos de

confianga e amizade que constitui...

Dedico aos meus pais, Josué Bento da
Rosa e Célia Maria dos Santos Rosa.



AGRADECIMENTOS

Ao grande e inestimavel amigo Anderson Sola Haro, que tal
producdo nao seria passivel de realizacdo sem sua presenca,
queira pelo profissional metédico, queira pelo amigo das horas
dificeis e dos momentos descontraidos também. Muito obrigado
Anderson!

A amiga Elice Carneiro Batista, que por muitas vezes foi pilar de
sustentagdo com a sua dogura que precede sua competéncia.
Continue sempre assim. Es uma das melhores pessoas que ja
conheci e como profissional dispensa comentarios. Obrigado por
tudo!

Ao amigo Dr. Carlos Castilho de Barros, que com sua incrivel
inteligéncia me ajudou com muita paciéncia nos primeiros passos
imersos no mundo laboratorial e mostrou-se amigo em momentos
valiosos. Valeu PASTEL!

Ao amigo Dr. Reury Frank Pereira Bacurau, que com humildade e
bom humor demonstra seu brilhante intélecto, tornando-se
imprescindivel ao nosso convivio, pois sempre nNos enriquece com
seus pontos de vista e sua competéncia.

A amiga Fernanda Russo, que muito ilumina nossos dias de
trabalho e que ja € uma profissional indispensavel. Valeu
Fernandinhal

Ao amigo Joao Davidson Ramalho, por ter sido tdo prestativo em
muitos momentos e sem sua ajuda nao teria conseguido a bolsa
para o mestrado. Valeu Johnny!

A adoravel Dra. Cristiane Brasil de Carvalho Pereira, com quem
tanto aprendi sobre assuntos diversos e me foi tdo solicita e
carinhosa quando precisei. Muito, muito obrigado!

A amiga Flavia, que sempre esteve por perto nos momentos tensos
e que ainda temos que partilhar de situagdes mais descontraidas.
Obrigado Flavia, te devo muitas!

Ao amigo Sandro Soares de Almeida, que com muito esforgo

atende as colaboracdes nos trabalhos relacionados a genética e
polimorfismos, contribuindo para o crescimento do laboratério.



Agradeco também pelos tempos idos do laboratério de anatomia,
por me deixar estudar fora do horario, mesmo que tenha me
esquecido com os cadaveres algumas vezes! Mas tudo bem, eu
também serei caro data vermibus. Valeu Sandrao!

Aos amigos Fred e Denis, que sdo 0os novos componentes da
familia laboratorial. Boa sorte!

Ao Prof. Dr. Joao Bosco Pesquero, da UNIFESP, pelo apoio
cientifico.

A Renata Luciane da Cunha, pela sua atuacdo profissional e
paciéncia. Obrigado!

Aos professores do programa de Pos-Graduacdo em Biotecnologia
da UMC, que foram fundamentais na construcdo do conhecimento
gerado no atual trabalho.

Agradeco aquele que é a forgca motriz do laboratério, Prof. Dr.
Ronaldo de Carvalho Araujo, que justifica o sentido literal da
palavra filosofia (amar o saber) e com curiosidade e inteligéncia
impede a inércia de pensamento e mantém crescente, ndo s6 a
producdo, mas o aprendizado de seus alunos, sem nunca tornar-se
analogo a mediocridade que nos rodeia. Agradeco e também
parabenizo pela singularidade profissional, competéncia, paciéncia
e pela grande amizade! Muito obrigado por todos os conselhos!

Por ultimo, no meu propdsito de destaque, ao mais que amigo... um
irmao n&o consangtineo ou como diria o Prof. Ronaldo, um mentor
talvez... Prof. Dr. Milton Rocha de Moraes, que foi responsavel
pelo meu entusiasmo ao iniciar nessa trilha e que foi peca
fundamental para que eu nunca desistisse, justo que seu exemplo
de perseveranca faz com que haja reflexdo intensa sobre o valor
deste caminho. Termino sabendo que essas palavras ndo foram
suficientes para expressar minha gratidao! Obrigado Miltao!



Quem luta com monstros deve velar, pois ao fazé-lo, que
ndo se transforme tambeém em monstro. E se tu olhares,
durante muito tempo, para um abismo, o abismo também
olhara para dentro de ti.

Friedrich Nietzsche



RESUMO

Algumas alteracdes fisiologicas induzidas pela esplenectomia ainda sdao pouco
compreendidas como as mudang¢as nos niveis seéricos de triglicérides e na
temperatura corporal. O objetivo deste trabalho foi investigar parametros
relacionados ao metabolismo lipidico, glicémico e a termorregulacdo de
camundongos esplenectomizados. Camundongos WT (C57BI/6) e ob/ob foram
aleatoriamente distribuidos em oito grupos: | - Sham em dieta controle (DC) o;
lI- Sham em dieta hiperlipidica (DH); Ill - Esplenectomizados em DC; IV -
Esplenectomizados DH ; V - Sham ob/ob em DC; VI - Sham ob/ob em DH —;
VIl - Esplenectomizado ob/ob em DC; VIII - Esplenectomizado ob/ob em DH.
Realizou-se analises para a avaliagdo dos niveis séricos de triglicerideos (TG),
leptinemia, insulinemia, teste de tolerancia a glicose, teste de resisténcia a
insulina, massa corporal, consumo alimentar, massa de 6rgaos e temperatura
corporal dos animais. Observamos que nao houve alteragdo significante na
massa corporal, consumo alimentar, na massa dos 6rgaos e no perfil glicémico
dos animais esplenectomizados, porém os niveis séricos de TG aumentaram
de forma consideravel nos animais esplenectomizados independente da dieta e
foram reduzidos quando administrado um fibrato - farmaco hipolipemiante
(Genfibrozila). Foi verificado que os animais WT esplenectomizados
apresentaram taxas seéricas de leptina aumentadas em relacdo aos sham
operados, e as taxas aumentadas de leptina n&o interferiram na massa
corporal e no consumo alimentar. Entretanto ap6s a administracdo de
genfibrozila e reducédo dos TG séricos o consumo alimentar dos animais WT
esplenectomizados reduziu significantemente o que nao ocorreu com 0s
animais ob/ob esplenectomizados. Verificamos também que temperatura
corporal dos esplenectomizados WT foi maior do que nos animais controle,
independente da dieta, porém nao houve mudanca significativa na temperatura
dos animais ob/ob esplenectomizados. Os resultados permitem concluir que a
esplenectomia parece interferir nos niveis séricos de triglicerideos e na
temperatura  corporal, independentemente da fonte dietética, os
esplenectomizados apresentaram elevacao significativa da leptina sérica sem
mudang¢as no consumo alimentar. A redugdo dos TG séricos induziu uma
diminuigdo da ingestdo alimentar, mostrando uma possivel interagdo dos TG
com os mecanismos de acao central da leptina. Diante dos resultados acerca
da temperatura corporal é possivel que a leptina tenha efeito sobre os
mecanismos de termorregulacao relacionados com o baco.

Palavras-chave: Esplenectomia; baco; metabolismo; temperatura.



ABSTRACT

Some physiological changes induced by splenectomy, changes in serum
triglyceride levels and body temperature are still poorly understood. The
objective of this study was to investigate parameters related to lipid metabolism,
glucose and thermoregulation in mice spleen. WT mice (C57BL/6) and ob/ob
were randomly divided into eight groups: | - Sham in control diet (CD); Il - Sham
in high-fat diet (DH) Il - splenectomy in DC; IV - splenectomy with DH; V -
Sham ob/ob DC; VI - Sham ob/ob in DH; VII - splenectomized ob/ob DC; VIII -
splenectomized ob/ob in DH. Analysis was performed for evaluation of serum
triglycerides (TG), leptin, insulin, test glucose tolerance test, insulin resistance,
body mass, food intake, organ weights and body temperature of animals. We
observed that there was no significant change in body weight, food intake, the
organ weight and plasma glucose levels in the splenectomized animals, but
serum TG increased significantly in splenectomized animals independent of diet
and were reduced when given a fibrate - drug lipid (Gemfibrozil). It was found
that splenectomized WT animals showed higher serum leptin levels compared
to sham operated, and increased rates of leptin did not affect body mass and
food intake. However, after the administration of gemfibrozil and reduction of
serum TG food intake of animals splenectomized WT significantly reduced but
not with of animals ob/ob splenectomy. It was also noticed that the body
temperature of splenectomized WT was higher than in control animals,
regardless of diet, but no significant change in temperature of the animals ob/ob
splenectomy. The results indicate that splenectomy seems to interfere in serum
triglycerides and body temperature, regardless of dietary source.
Splenectomized showed significant elevation of serum leptin without changes in
food consumption. The reduction of serum TG induced a decrease in food
intake, showing a possible interaction of TG with the mechanisms of action of
leptin. Considering the results on the body temperature is possible that leptin
has an effect on the thermoregulatory mechanisms related to the spleen.

Key words: Splenectomy; Spleen; Metabolism; temperature.
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1 INTRODUCAO

1.1 O BACO E CONCEITUACAO HISTORICA

Na antiguidade alguns povos atribuiram ao bago fungdes das quais foram
relatadas também pela ciéncia atual. Na cultura hebraica, o Midrash Rabaah, retorica
de tradicao historica (século | a.C), designa ao bago a capacidade de conter junto a 10
6rgaos a psique ou simplesmente a alma (ROSNER, 1972; McCLUSKY et al., 1999).

Na concepcgéao provinda do Zohar (conjunto de livros judaicos que comentam os
cinco livros de Moisés ou Tord), conhecido no misticismo hebraico, admitindo que “o
baco produz o riso e a alegria”. O baco também é citado no Talmud (texto central do
judaismo rabinico), onde esta escrito que teria o papel de moinho, responsavel por
triturar as impurezas do sangue (ROSNER, 1972; McCLUSKY et al., 1999).

Na medicina chinesa, o bago € um dos quatro 6rgaos do corpo relacionados com
a defesa do organismo, fornecendo energia para os outros érgaos e contribuindo para
o processo digestivo. Tal energia é representada pelas hemacias que o bago libera na
circulagdo em situagbes em que ha um maior esforgco sistémico, haja visto que em
medicina legal a constricdo do bago € sinal de morte violenta ou extremo esfor¢o antes
do falecimento, condicdo esta que altera a contagem de hemécias no sangue
(COOPER & WILLIAMSON, 1984; PETROIANU et al., 2003).

Além da digestao exercida pelos macréfagos esplénicos, o baco é precursor de
grande parte das fungdes hepatocitarias. No entanto, a funcdo mais estudada se déa no
contexto imunolégico (COOPER & WILLIAMSON, 1984; PETROIANU et al., 2003).

A primeira indicacdo de esplenectomia (remocao do bagco) também pertence a
historia hebraica. Na época do rei David, Adoniah tentou apoderar-se do trono e, para
isso, conforme relatado no Talmud retirou o bago de 50 soldados de sua tropa a fim de
que corressem com maior velocidade (ROSNER, 1972). Considerando que nesta
época remota, a malaria e a esquistossomose mansénica eram doencas endémicas em
todo o Oriente Médio, torna-se pertinente presumir que a esplenomegalia, presente
nessas afecgdes causasse anemia, desconforto abdominal e adinamia (redugéo de
forca muscular) (ROSNER, 1972). Esplenectomias ocorriam também em atletas gregos
que competiam nas olimpiadas antigas com a finalidade de aprimorar a performance,

lembrando que no Mediterraneo havia grande endemia de talassemia que pode causar
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esplenomegalia e anemia (ROSNER, 1972). Portanto a esplenectomia poderia ter
aumentado o desempenho dos guerreiros e atletas. Em tempos mais atuais, o efeito da
esplenectomia no desempenho atlético foi relatado em cunho mais cientifico, porém
com animais.

Em alguns estudos, ratos esplenectomizados apresentaram maior resisténcia e
velocidade em corridas, quando comparados com ratos que possuiam o baco ileso
(McCLUSKY et al., 1999; WILKINS, 2002; PETROIANU et al., 2003).

A destruicdo de hemacias no bacgo foi discutida por Rudolf Virchow, que
acreditava no paradigma de que a morte celular era sempre um sinal de doenca e nao
poderia, portanto, apresentar-se como um processo fisiologico (VIRCHOW, 1852;
CROSBY, 1983). No século XIX foi relatado pela primeira vez que o bago seria capaz
de promover a remoc&o de hemécias senis da circulagdo (KOLLIKER, 1854).

Luddwig Aschoff e Landau (1913) contribuiram com a descricdo do sistema
reticuloendotelial, em que o bago constitui-se como um dos principais 0Orgaos.
Posteriormente esse sistema, devido a sua capacidade de fagocitar diferentes
particulas, por meio de multiplas células mononucleadas, ficou conhecido como
sistema macrofagico e sistema mononuclear fagocitario (PETROIANU et al., 2003)

O bago se desenvolve juntamente ao figado e péancreas na maioria dos
mamiferos, além de ser um tecido linféide associado aos vasos quiliferos do intestino.

Um dos fatores que determinam a origem do baco em camundongos € expressao
do gene Hox11. Os animais que nao expressam esse gene nascem asplénicos
(KARRER, et al, 1997).

1.2 A ANATOMIA DO BACO

O baco (do latim: badiu e lien; e do grego splen. avermelhado; castanho) é o
maior 6rgao linféide do organismo de mamiferos. No estagio embrionario o baco
desenvolve-se a partir de uma condensacado de células mesodérmicas no epitélio
celémico (epitélio de superficie do ovario), que estao situadas na extremidade cranial
do mesogastrio dorsal e durante o periodo fetal admite em comunhao com o figado a
funcdo de hematopoiese (producéo de células sanguineas) (WEISS, 1988).
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No individuo adulto o bago esta disposto no hipocéndrio esquerdo e envolvido por
uma capsula fibrosa aderente ao parénquima, possui polpas e trabéculas originadas da
capsula fibrosa (WEISS, 1988).

Apresenta uma forma oval em humanos e mais alongada em roedores,
relacionando-se topograficamente com a cupula diafragmatica esquerda, com o
estbmago, colon transverso, glandula supra-renal esquerda e a cauda do pancreas
(WEISS, 1988).

A vascularizacao lienal ocorre principalmente pela artéria esplénica derivada do
tronco celiaco, que sai da porcdo abdominal da artéria aorta e irriga varios érgaos
abdominais. Ja sua drenagem venosa € realizada através da veia esplénica, que dara
origem a veia porta quando unida a veia mesentérica superior, comunicando-se com 0
figado (YOUNG, et al 2001). A drenagem linfatica € feita pelos vasos linfaticos
esplénicos que estdo justapostos aos vasos arteriais € venosos de grande calibre.
Estes s&o encontrados na capsula e nas trabéculas maiores, dirigindo-se aos
linfonodos do hilo que acompanham a drenagem do estébmago e do péancreas. A
inervagao do bago origina-se no nervo vago direito e no plexo celiaco (YOUNG, et al
2001).

1.3 FUNCOES DO BACO

As funcdes esplénicas mais estudadas incidem na atividade imunolégica e
fagocitaria, ja que metade das células esplénicas pertence ao tecido linféide e a outra
metade sao células fagocitarias mononucleares (PETROIANU, 2003).

O baco recebe cerca de 300ml de sangue por minuto o que corresponde a 6% do
volume-minuto cardiaco em humanos, assim sua
estrutura e funcao caracterizam-se de forma comparativa a um filtro inserido no sistema
circulatério, capaz de remover células sanguineas, microorganismos e
imunocomplexos, caracterizando a fungao de hemocatarese (MOORE, 1994).

Eritrocitos captados da circulagcdo pelo baco sofrem remodelamento e podem
entdo retornar a circulagdo. Assim, granulos, vacuolos, corpos de Heinz (eritrocitos
deformados pela decomposi¢do bioquimica da hemoglobina em estruturas insoluveis),

hemacias velhas (acima de 120 dias) e demais insergdes eritrocitarias se acumulam no
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sangue apos a remogao cirurgica do baco ou em casos de asplenia (SKANDAAKIS, et
al 1993; JAUREGUI, 1999)

O bago possui um relevante papel como 6rgao linféide, aproximadamente um
terco das plaquetas do organismo esta no baco e o grande fluxo de sangue por ele
recebido torna intimo o seu contato com substancias circulantes. Desta forma o bago
fica situado como um 6rgao importante para a interagcdo com o sistema imunolégico
(PETROIANU, 20083).

- 4

—Baco

Figura 1. Localizacdo topografica do bago. O baco estd inserido no hipocdndrio esquerdo ou
hemicupula diafragmatica esquerda Fonte: Petroianu (2003).

Além de um depurador de bactérias, no baco também ocorre a sintese de
anticorpos em resposta e exposicdo de particulas antigénicas, uma vez que é
constituido por pequenos vasos internos que aumentam o contato entre o sangue e
mondcitos, macréfagos e linfocitos, desempenhando uma funcao imunoldgica analoga
a dos linfonodos.

As caracteristicas lienais podem ser observadas sob um ponto de vista anatomo-
histolégico distinto, ja que o bago possui estruturas especializadas como a polpa
vermelha, responsavel pela depuracado de hemacias senis ou entdo alteradas, como no
caso de doencas como a esferocitose. Nesta regido se encontra o sistema reticulo-
endotelial, uma passagem da rede arteriolar para rede venosa por sinusoéides estreitos,
onde o0s mondcitos diferenciam-se em macrofagos que realizam a fagocitose
eritrocitaria (CROSBY, 1983; SKANDAASKIS, et al 1993; JAUREGUI, 1999).
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Figura 2. Funcdao do baco. As fungdes do bago sdo determinas por regides que podem ser
histologicamente divididas em polpa vermelha (fungdo de hemocatarese) e polpa branca (funcdo de
producédo e armazenamento de células do sistema imunolégico). Fonte: Petroianu (2003).

Os nddulos linfaticos responsaveis pela producao dos linfécitos no bago estao
localizados em uma por¢cdo chamada de polpa branca, que contém areas timo-
dependentes. Esta area compreende a regido periarteriolar, que armazena linfocitos T
e a regido marginal perifolicular, responsavel por armazenar linfécitos B, produzir
linfocinas e interleucinas que atuam de maneira singular em processos inflamatoérios.

Portanto, no baco pode haver processamento de diversos antigenos, a
apresentacdo dos antigenos aos linfécitos. (SKANDAASKIS, et al 1993; JAUREGUI,
1999).

Para que os linfocitos se alojem em 6rgaos linféides como o bago e linfonodos
sd0 necessarios que estes tecidos expressem moléculas que permitam a interacao
entre células do sistema imune e o 6rgdo, chamadas de moléculas de adesado e
receptores de enderecamento (PETROIANU, 2003).

1.4 BACO E METABOLISMO

Apesar da condi¢cdo nao vital do baco, logo que sua total remocéao nao decorre em
morte, o individuo esplenectomizado ou asplénico necessita de ser avaliado como um
portador de doenca crdnica, precisando de acompanhamento médico por toda vida,
porém na préatica esse acompanhamento é adequado apenas por um periodo curto no
pés-cirurgico (MELLENKJOER et al, 1995).
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Por ndo haver total compreensdo dos mecanismos envolvidos nos disturbios
metabdlicos decorrentes da retirada cirurgica do bago, ndo ha condutas totalmente
definidas quanto as conseqiéncias clinicas e exames complementares
(MELLENKJOER et al, 1995).

Sabe-se que devido as fungdes ligadas ao sistema imunolégico, a esplenectomia
pode trazer complicacbes graves, como sepse fulminante na presenca de agentes
infecciosos. Tal risco é reduzido com a utilizagdo de vacinas de amplo espectro,
principalmente contra pneumococos, hemdfilos e meningococos. E em qualquer
procedimento mais invasivo, como cirurgias esplancnicas (cavidade abdominal), é
indicada ao paciente esplenectomizado antibidtico profilaxia (MELLENKJOER et al,
1995).

O bago também participa de fungées metabdlicas importantes, como no
metabolismo do ferro (atuando como 6rgdo de armazenamento de micronutrientes

como ferro, enxofre e cobre), fator de coagulagao VIII (cofator glicoproteico sintetizado e

liberado na corrente sanguinea pela intima endotelial, iniciando a formacao de coagulos

quando ativado proteoliticamente pela proteina C reativa e/ou fator de coagulacao IXa),
de materiais albumindides, producao de histamina, bilirrubina (constituida a partir da
degradacao eritrocitaria), além da producdo de endopeptidases e carboxipeptidases
esplénicas (PETROIANU, 2000; PETROIANU, et al 2006).

As acbes enddcrinas ou metabdlicas do bago sédo percebidas principalmente apds
sua remocao cirurgica ou em casos de asplenia. Com a esplenectomia em animais e
humanos, ocorrem repercussoes organicas como hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e infiltracbes gordurosas no figado causando esteatose hepatica.
Assim torna-se de extrema importancia a investigacao dessas altera¢des vinculadas a
este 6rgao, logo que tais disfungdes estao intimamente ligadas a diversas doengas
como diabetes melito do tipo Il (DM 1), dislipidemias, obesidade e sindrome metabdlica
(FATOUROS, 1995; JAMEL, 2002).

A esplenectomia total ou em casos de asplenia sdo perdidas algumas fungdes
metabdlicas esplénicas. Em dislipidemias ocorridas em afec¢des, como na doencga de
Gaucher o paciente asplénico apresenta esteatose hepatica, infiltragdes gordurosas na
medula e insuficiéncia hepatica (PETROIANU, 2000; PETROIANU, et al 2006).

E importante salientar que as células do nosso organismo podem obter energia

dos &acidos graxos, provindos dos lipidios ingeridos na alimentacdo, das gorduras
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sintetizadas em érgaos como o figado para serem transportadas a outros tecidos ou
das gorduras existentes em células especializadas em armazenar triacilglicerol (TG), os
adipocitos. (FRIEDMAN et al, 1980).

Nao ha dados na literatura que reportem alteracoes pods-esplenectomia dos
quilomicrons (PETROIANU, 2003), que sao lipoproteinas ricas em triglicerideos de
cadeia longa, sintetizados a partir dos lipidios da dieta. Pelos vasos quiliferos os
quilomicrons séo transportados ao ducto toracico ganhando a corrente sanguinea e
assim, sao levados aos tecidos que possuem receptores de apoC-II (apolipoproteina C-
Il) (DAVIDSON et al, 1987).

Com a atividade da lipase lipoprotéica (LLP) sobre os quilomicrons, restam desta
catalise moléculas com uma menor quantidade de triacilglicerol os chamados:
quilomicrons remanescentes. Estes sdo captados pelo figado e sdo importantes na
formacao apolipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL do inglés: very low density
lipoprotein) (KARPE et al,1995).

Quanto aos niveis de VLDL, ndo ha evidéncias de aumento significante apos a
esplenectomia total ou parcial, porém mesmo que de forma controversa ha relatos das
mudancas das fracbes de LDL (low density lipoprotein) e HDL (high density
lipoproteins) em pacientes asplénicos e esplenectomizados (REZENDE et al, 2007).

As VLDLs podem ser convertidas em moléculas de densidade intermediaria ou
IDLs, que podem ser processadas no figado para a formagédo das LDLs. As IDLs sao
importantes precursoras das LDLs (low density lipoprotein), moléculas de baixa
densidade, ricas em colesterol, contendo apoB-100 como a principal apolipoproteina
(KARPE et al,1995).

As LDLs transportam os lipidios aos tecidos extra-hepaticos que possuem
receptores de apoB-100 que medeiam a captagéo do colesterol (KARPE et al,1995).

Alguns trabalhos apontam modificagées importantes nos niveis de LDL colesterol
em animais e humanos esplenectomizados, culminando em aterosclerose nas areas de
maior estresse de cisalhamento como no arco aértico e seio carotideo (PETROIANU,
2000; PETROIANU, 2003; PETROIANU, et a /2006; REZENDE et al, 2007)

Ha também moléculas lipoprotéicas sintetizadas pelo figado, com maior
densidade, podendo realizar o transporte reverso de colesterol, que sao as
lipoproteinas de alta densidade ou HDLs (high density lipoproteins) (HAVEL et al, 1995;
KARPE et al,1995).
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A respeito dos niveis de HDL apoés a retirada do baco ou em asplenia, ainda ha
divergéncias, logo que existem dados que apontam um significativo aumento dos niveis
sericos de HDL (PAULO et al, 2007) e ha evidéncias de sua diminuicdo apds a cirurgia
(PETROIANU et al, 2006).

Alteragc6es no metabolismo lipidico apés a esplenectomia sdo evidenciadas em
humanos e em animais, mas nao ha caracterizacao de possiveis mecanismos desse
evento. E a mudancga clinica do perfil lipémico, aponta raz&o suficiente para a indicagao
de cirurgias mais conservadoras, evitando a esplenectomia total (PAULO et al, 2007).
O perfil de dislipidemia caracteristico do diabetes, da obesidade e da sindrome
metabdlica, por exemplo, é representado principalmente pela elevacao dos triglicérides
(TG), pela reducédo do HDL colesterol e pela presengca aumentada de LDL colesterol
no sangue, o que constitui a chamada triade lipidica de elevado potencial aterogénico
(NCEP 111, 2001; ADA, 2004) que também pode suceder em individuos asplénicos ou
esplenectomizados (PAULO et al, 2007).

Portanto, o HDL diminuido, elevacao dos niveis séricos de LDL colesterol e de
triglicérides constituem alentado preditor de risco cardiovascular, incrementando a
incidéncia de aterosclerose (NCEP lIl, 2001).

Em individuos diabéticos com dislipidemia ocorre, no entanto, devido a
hiperglicemia uma oxidagao e glicagdao das LDLs, ocorrendo um aumento significativo
das LDLs pequenas e densas, particulas bem mais aterogénicas que as LDLs de maior
diametro (CORTI,1995; ADA, 2004).

Nesse caso o bago pode ter uma funcdo importante fazendo um clearance do
LDL-oxidado o que talvez pudesse explicar o evento de elevacdo do LDL colesterol
apods a retirada do bago, mas ainda se trata de uma teoria (PETROIANU, 2003). Além
disso, ndo relatos consistentes da epidemiologia do diabetes e obesidade em
individuos asplénicos e esplenectomizados que sofrem com as dislipidemias,
impedindo uma melhor abordagem farmacolégica e clinica desses individuos.

Os estudos de CUI (2001) e LU (2003) demonstraram o0s possiveis mecanismos
que definem os efeitos da resisténcia a insulina e da dislipidemia aterogénica
caracteristica do diabetes e da sindrome metabdlica que parecem estar relacionados
ao aumento da quebra dos triglicérides com liberagdo de &cidos graxos nao
esterificados. O excesso de acidos graxos infiltra no figado, nos musculos e

possivelmente nas células beta pancreaticas, contribuindo para exacerbar a resisténcia
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a insulina em 6rgaos alvo, bem como para amortizar a producao de insulina pelo
pancreas (LU, 2003).

A importancia desse complexo aterogénico tipico da resisténcia a insulina levou
ao NCEP (The National Cholesterol Education Program Ill) de 2001 a considerar o
controle dos niveis de triglicérides como um alvo terapéutico a ser alcangado, assim
como os niveis de colesterol total e fracées de VLDL e LDL. Orientacao dietética, perda
de peso e estimulo a pratica regular de atividade fisica parecem constituir balizadores
cuja importancia sempre resistira a acao do tempo. Estratégias que apontam o controle
sobre os metabolismos glicémico e lipidico parecem adquirir cada vez mais importancia
a medida que todas essas complexas relagdes aterogénicas vao sendo esclarecidas.

O tratamento especifico, correto e intensivo do diabetes tipo I, inclusive contribui
para o melhor controle do perfil lipidico no diabetes. No entanto, resisténcia a insulina,
a obesidade, estilo de vida sedentario sdo condigdes com elevada prevaléncia na
atualidade que devem dobrar a incidéncia nas proximas duas décadas (NCEP Ill, 2001;
ADA, 2004).

Contudo ainda existe uma lacuna quanto a avaliagdo do perfil glicémico e
resisténcia a insulina de esplenectomizados, ja que apenas se verificam trabalhos que
analisam a glicemia antes e logo apds a cirurgia, entdo se torna necessario uma
investigacdo da glicemia do esplenectomizado apo6s alguns dias ou meses
(PETROIANU, 2003). Lembrando que ainda ndo ha estudos que tracam os valores
glicémicos de esplenectomizados apds desafio com glicose ou simplesmente num
periodo pds-prandial.

1.5 OBESIDADE, INFLAMACAO E BAGCO

A obesidade é considerada um problema de saude publica mundial que contribui
para a génese de varias afecgdes crénicas. (MANSON J E, et al., 1990).Ha tempos a
obesidade e o sobrepeso vem sendo muito estudados, todavia ainda existe grande
aumento na prevaléncia de pessoas com peso corporal aumentado nos ultimos anos.
Alguns dados expdéem que ha uma ampliagdo na mortalidade em individuos com a
massa corporal elevada, além de apresentarem um maior acréscimo de afeccdes

cronicas, como hipertensdo, diabetes do tipo Il, aterosclerose, coronariopatias,
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dislipidemia, cancer e doenca pulmonar obstrutiva crénica (FLEGAL et al.,2005;
FRIEDMAN, 2004; KOPELMAN, 2000).

E bem aceito que a obesidade e dislipidemias participam da etiopatologia do
diabetes do tipo Il (EVERSON et al., 1998; KAHN & FLIER, 2000). Um dos principais
fatores para a génese da sindrome metabdlica € o aumento de peso corporal,
sobretudo quando ha grande acumulo de tecido adiposo branco esplancnico (visceral).
Além do controle da homeostase glicémica, outro papel enddcrino de grande
importancia desempenhado pelos adipécitos é o controle da ingestao de alimentos e do
gasto energético, assim a leptina é sem duvida a principal adipocina.

Em 1994, Zhang et al. caracterizaram o produto do gene ob, localizado no
cromossomo 7 (7931.3), composto de trés exons e dois introns formados por 18kb
(GONG, 1996), em que uma mutagdo pontual no genoma de camundongos estava
relacionada a um fenétipo de obesidade grave. O produto se revelou uma proteina de
16 kDa a qual foi denominada leptina (do grego Leptos = magro). Estudos posteriores
levaram a caracterizacdo dessa proteina como uma citocina helicoidal, de estrutura
parecida com o TNF-a (ZHANG et al., 1997; MADEJ et al., 1995, GRESSNER, 2004).
Efeitos regulatérios da ingestdo alimentar sdo mediados pela leptina que € expressa,
principalmente apds ocorrer um maior estoque de TG no tecido adiposo, ou seja,
presente para contra-regular o balanco energético positivo (SCHWARTZ, PESKIND,
1996).

A leptina atua em varios receptores, sendo que o receptor OBR, parece estar
relacionado com os principais efeitos descritos em relagéo a agéo da leptina. Agindo no
hipotalamo ventro-medial, lateral, paraventricular, perifornical e no nucleo arqueado, a
leptina inibe a biossintese e a secrecdo de neuropeptideo Y (NPY), horménio
concentrador de melanina, proteina agouti-relacionada (AgRP), peptideos de acao
orexigena, ou seja, estimuladores do apetite (STEPHENS et al.,1995; GOLDEN, 1997;
KRISTENSEN, 1998, BARIOHAY, 2005). A leptina também €& capaz de aumentar a
expressdo de horménios anorexigenos, como a pro-opiomelanocortina (POMC),
transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART), peptideo similar ao glucagon-1
(GLP-1), horménio liberador de corticotrofina (CRH) (STEPHENS et al.,1995; LOPEZ,
2000; MEISTER, 2000; KUMANO, 2003).

A total falta da leptina pode ser avaliada em camundongos ob/ob. Estes

camundongos apresentam hiperfagia, resisténcia a insulina, hipotermia, ténus
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simpatico diminuido e infertilidade, quadros que se normalizam com a administragdo de
leptina exégena (FREDERICH et al., 1995; PELLEYMOUNTER et al., 1995; HALAAS et
al., 1995).

Existe grande correlacdo entre obesidade e diabetes do tipo Il e o ganho de
massa gorda parece preceder o fenbmeno de resisténcia a insulina. Quantidades
elevadas de lipideos e carboidratos plasmaticos aumentam os niveis de varios
horménios que induzem resisténcia a insulina, resultando em uma inibicdo da
sinalizacao celular da insulina (WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2005). A resisténcia a
insulina no figado e tecido adiposo induz a intolerancia a glicose e a hiperglicemia,
sinais tipicos do diabetes tipo Il.

Resisténcia a insulina e hiperinsulinemia esta correlacionada a anormalidades,

como: hipertrigliceridemia, baixos niveis de HDL, indices elevados de VLDL, aumento
da resisténcia vascular periférica gerando hipertensao arterial, modificacao dos niveis
hormonais de esterdides e aumento de peso (REAVEN, 1993).
A acdo da insulina em células periféricas, como no tecido adiposo e no musculo
esquelético, medeia uma sinalizagao intracelular, uma cascata enzimatica para a
translocacéao do transportador de glicose 4 e captacado da glicose do meio extracelular
para o meio intracelular. Essa sinalizacdo celular é sensivel aos processos
inflamatorios, excesso de acidos graxos € hiperinsulinemia (GRIFFIN, 1999).

A acao fisiolégica da insulina esta demonstrada na figura 3.
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Figura 3. Mecanismo de sinalizacao da insulina. Evidenciando a fosforilagdo do IRS-1 em tirosina e
translocagédo do GLUT 4. Fonte: Cox; Nelson. (2006, p.384)
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Os AGNEs estao envolvidos na patogénese da resisténcia a insulina. Em obesos
insulino-resistentes pode-se encontrar niveis plasmaticos elevados de AGNEs
(GRIFFIN, 1999).

Alguns estudos sugeriram que a elevacdao de AGNEs no sangue resultaria em
aumento da atividade da proteina quinase C (PKC), uma serino-quinase, que
fosforilaria em serina o IRS-1(ao invés de uma fosforilagdo em tirosina), o que reduz a
capacidade do IRS de se ligar e ativar a PI3k, alterando (reduzindo) a transmisséo do
sinal de insulina para que haja a translocacdo de GLUT 4 em direcdo a membrana
celular (GRIFFIN, 1999).

A infusdo de lipideos em animais reduz a captagdo de glicose estimulada por
insulina e a ativacdo da PI3k associada ao IRS-1 no musculo esquelético. O pré-
tratamento com salicilato evita esses efeitos induzidos por lipideos. Para examinar o
mecanismo de acdo do salicilato, foi pesquisado o efeito da infusdo de lipideos na
sinalizagdo de insulina em camundongos nocautes de proteinas que atuam na via das
serino quinases (KIM, 2001).

Uma propriedade comum as diversas patologias ligadas a sindrome metabdlica e
a obesidade é a participacdao do processo inflamatério como agente etiopatogénico. A
obesidade, por exemplo, é considerada um quadro inflamatério crénico moderado
(TILG & MOSCHEN, 2006; WELLENKE & HOTAMISLIGIL, 2005; DANDONA et al.,
2004).

Essa conclusdo deriva de trabalhos que mostram que mediadores inflamatérios
estdo aumentados em obesos, dentre eles o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a
proteina C reativa (CRP), a interleucina 6 (IL- 6), a interleucina 1 (IL-1) e o inibidor do
ativador do plasminogénio 1 (PAI-1) (DANDONA et al., 2004; DANDONA et al., 2005),
assim como apds a esplenectomia, que também gera a producdo de citocinas
(FELEDER, 2003).

E varios estudos indicam uma acuidade para esses mediadores inflamatorios na
génese das afecgbes associadas a obesidade (DANDONA et al., 2004; DANDONA et
al., 2005), mas nao ha evidéncias que apontam correlagdo dos fenébmenos ligados a
obesidade no individuo esplenectomizado.

O TNF-q, a IL-6 e a proteina quimioatrativa de monécitos (MCP-1) s&o alguns dos
fatores pro-inflamatérios considerados indutores de resisténcia a insulina
(HOTAMISLIGIL et al., 1993; KIM et al., 2004; KANDA et al. 2006).
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A administracao crénica de TNF-a em murinos, inibe varias etapas da cascata de
sinalizagdo da insulina, levando a diminuicdo da atividade de tirosina quinase do
receptor de insulina (receptor de membrana a e ), da fosforilacdo do substrato do
receptor de insulina 1 (IRS1) (FEINSTEIN et al., 1993) e da sintese do transportador de
glicose do tipo 4 (GLUT4) (STEPHENS & PEKALA, 1991). Animais obesos em que a
funcdo do TNF-a foi perdida devido a delecdo do gene que expressa o TNF-a, assim
como a delecdo dos genes que codificam seus receptores, apresentam uma melhora
significante da sensibilidade sistémica a insulina (UYSAL et al., 1994).

O tecido adiposo unilocular (tecido adiposo branco-TAB) constitui a maior reserva
de energia em forma de gordura no organismo, além disso, uma das maiores fontes de
citocinas pro-inflamatérias em mamiferos (FANTUZZI, 2005). Sabe-se que o acumulo
de gordura no tecido adiposo esté ligado ao aumento da produgéo de vérias adipocinas
(FAIN et al., 2004) que participam no processo inflamatério, no controle da homeostase
glicémica, no balango energético, no metabolismo lipidico e na regulacao do ténus
vascular (ARNER, 2003)

Peraldi et al, 1998, sugeriram que o TNF-a seria capaz de alterar sinalizacdo da
insulina através do aumento de fosforilagdo em serina do IRS-1. Camundongos com
auséncia total do receptor de TNF-a apresentam melhora da sensibilidade a insulina.
Para testar a hipétese de que a resisténcia a insulina pode estar envolvida com a
ativacao de uma cascata de serino quinases induzida por lipideos, Kim et al, (2001),
estudaram a sinalizagdo da insulina em ratos ap6és administracdo intravenosa de
lipideos, antecedida ou nao de tratamento com salicilato sédico (anti-inflamatério).

O camundongo que nao expressa IKK-B (quinases inibidoras do NF-kB) nao
apresentou alteragcbes na sinalizagdo de insulina observada apés a infusdo de lipideos.
Em suma, altas doses de anti-inflamatérios e inativagdo de IKK- B evitaram a
resisténcia a insulina induzida por lipideos, bloqueando as alteragdes na sinalizagao e
acao da insulina, mostrando a inflamagdo como um fenémeno importante na génese do
diabete melito do tipo Il (BIRBAUM, 2001; KIM, 2001).

Yuan et al, (2001), investigaram o efeito de altas doses de salicilatos na
resisténcia a insulina de animais geneticamente obesos (camundongos ob/ob) e
demonstraram uma melhora acentuada da resisténcia a esse hormdnio, quando

associada a redugao dos niveis séricos de AGNEs e triglicerideos.
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Uma influéncia mutua da resisténcia a insulina, inflamacdo e obesidade é a
proposicao que mais integra os multiplos itens da sindrome metabdlica. A resisténcia a
insulina corresponde com a obesidade, notadamente a obesidade androéide (visceral), e
€ grave fator para formacdo da diabetes, assim como a presenca do estado
inflamatorio conjunto ao aumento de peso corporal. (DANDONA et al, 2005).

Ja esta bem documentado que a esplenectomia total pode levar a diversas
complicagbes, notadamente imunoldgicas e inflamatérias. Morris & Bullock (1919)
demonstraram que a esplenectomia poderia resultar em aumento da susceptibilidade a
infeccbes e que individuos asplénicos estariam menos aptos a controlar a sepse
bacteriana.

King e Shumacker (1952) constataram a associagédo entre a remog¢ao do baco e a
ocorréncia de sepse em criangas. Em 1969, Diamond propdés a denominagdo de
infeccao fulminante pds-esplenectomia a um quadro clinico distinto de sepse que
ocorria em pacientes esplenectomizados.

Feleder em 2003 evidenciou que a esplenectomia em modelos experimentais leva
a mudancas de temperatura, maior expressao de proteinas pré-inflamatérias como IL-
18 e TNF-a caracterizando a esplenectomia como um evento diretamente ligado a um
estado inflamatorio.

Estudos tém demonstrado uma provavel relagdo da fungdo esplénica com o
metabolismo lipidico. Caliguri et al (2002) mostraram que a imunidade, principalmente
aquela mediada pelos linfocitos B, exerce um efeito protetor na progressdao da
aterosclerose. Estudos em animais verificaram que apdés a completa remogao
esplénica, os niveis séricos de colesterol e de triglicerideos podem se elevar e que
procedimentos cirdrgicos de conservagao do bago poderiam evitar essa alteragéo.
Além dos processos dislipidémicos a retirada do bago promove acumulo de metabdlitos
pirogénicos como a IL-1B que pode causar um estado febril ligado a um estado séptico
ou hipertermia por muitos meses sem fendbmeno séptico associado (PETROYANU,
2003).

A tabela | resume o papel das varias adipocinas e sua relagdo com o sistema

imune e sua expressao na obesidade.
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Tabela 1. Fatores relacionados ao metabolismo e sistema imune. TNFaq, fator de necrose tumoral
alfa; IL, interleucina; IL-Ra,receptor de IL-1 alfa; MCP-1, proteina quimioatrativa de mondcitos; MIF, fator
inibitério de migracdo de macréfago; M-CSF, fator estimulante de colénias de macréfagos; TGF@, Fator
de crescimento transformador beta; TNFR, receptor de TNF; CRP, proteina Creativa. Modificado de
Wellen & Hotamisligil, (2005).

Fatores Regulacio metabdlica Efeitos

TNFa

1 na obesidade

Promove resisténcia a insulina

IL-6 1 na obesidade Promove resisténcia a insulina
Acdo central anti-obesidade
Leptina 1 na obesidade Efeitos imunes multiplos
Inibe o apetite
Promove oxidagdo de dcidos graxos
Adiponectina | na obesidade Anti-inflamatéria
Promove sensibilidade a insulina
Estimula oxidacdo de acidos graxos
Visfatina 1 na obesidade Fator de crescimento de célula B
Insulino-mimético
Resistina 1 na obesidade Induzida por endotoxemia/inflamacao
Promove resisténcia a insulina
Regula a glicemia basal
IL-1 1 na hiperglicemia Pré-inflamatéria
Regula a secrecdo de insulina
Envolvida na agao central da leptina
IL-1Ra 1 na obesidade Anti-inflamatério
Se opde aos efeitos da leptina
IL-8 1 na obesidade Pré-aterogénica
IL-10 1 na obesidade Anti-inflamatéria
Promove sensibilidade a insulina
IL-18 | na obesidade Proé-aterogénica
MCP-1 1 na obesidade Pré-aterogénica
Promove resisténcia a insulina
MIF 1 na obesidade Inibe migracdo de macréfagos
M-CSF 1 na obesidade Diferenciacdo mondcito/macréfago
Estimula o crescimento do tecido adipost
TGFp 1 na obesidade Inibe a diferenciacdo de adipdcitos e o
desenvolvimento do tecido adiposo
TNER soluivel 1 na obesidade Pré-inflamatério
CRP 1 na obesidade Pré-inflamatoria; Aterogénica
Fator de risco para diabetes
Haptoglobina 1 na obesidade Pré-inflamatéria

O TNF-a também é expresso em individuos esplenectomizados, pois a falta dos
macréfagos lienais diminuem o clearance de lipopolissacarideos, funcdo que os
hepatécitos admitem e em consequéncia ha um aumento na expressao de citocinas
pré-inflamatérias (FELEDER, 2003), porém nao ha estudos que correlacionem o TNF-a

expresso em esplenectomizados com a resisténcia a insulina.
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Assim as alteracbes metabdlicas causadas pela esplenectomia, como aumento
dos niveis plasmaticos de triglicérides e colesterol, aumento plasmatico de TNF-a e
aumento na temperatura corporal precisam ser melhor elucidados. A elevacdo na
temperatura corporal pode indicar um maior dispéndio calérico € uma possivel
alteracdo do metabolismo basal. E taxas elevadas de triglicérides no plasma podem
evidenciar uma maior atividade lipolitica. (BACHMAN, et al 2005).

Para as mudangas na temperatura apos a retirada do bago nao ha explicacdes
satisfatérias, porém algumas hipéteses sugerem que devido a retirada de um 6rgao
responsavel pela filtragdo do sangue, pode haver um acumulo de metabdlitos que
permanecem na circulagdo atuando como pirégenos, causando um estado febril ou de
hipertermia, com ou sem a presenca de um antigeno gerando um quadro séptico
(PETROIANU, 2003). No bago e no figado estdo alojados macrofagos que produzem
IL-1 que € um agente pro-inflamatério que pode modular a temperatura para a inducao
de hipertermia (FELEDER, et al., 2003).

Pacientes submetidos a esplenectomia apresentam variacées de temperatura e o
controle térmico do hipotadlamo sofre alteracbes assim como os termorreceptores
periféricos (MEEKES, 1995).

Se os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos destes eventos supracitados forem
elucidados, podera ser de grande valia para o controle do peso corporal, atenuando as
intercorréncias da obesidade, diabetes e sindrome metabdlica, além de prevenir

desfechos cardiovasculares em pacientes esplenectomizados.



32

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar parametros relacionados ao metabolismo lipidico, glicémico

termorregulagdo de murinos esplenectomizados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se a esplenectomia interfere no ganho de peso corporal;

Verificar se a esplenectomia interfere nos resultados do hemograma,;
Verificar se a esplenectomia interfere na ingestao alimentar;

Verificar se a esplenectomia causa mudangas na massa de diversos
orgaos;

Verificar se a esplenectomia causa mudangas na temperatura corporal de
murinos;

Verificar se a esplenectomia pode gerar resisténcia a insulina;

Verificar se a esplenectomia pode interferir na captagéao de glicose;

Verifiar se a esplenectomia pode interferir na trigliceridemia de murinos;
Verificar se a esplenectomia pode modificar os niveis séricos de leptina;

Verificar se a esplenectomia pode modificar os niveis séricos de insulina.
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3 METODO

3.1 ANIMAIS

Os camundongos usados neste estudo foram da linhagem C57BL/6 selvagens
(Wild Type/WT) e animais deficientes para leptina (ob/ob), machos, de
aproximadamente 3 meses de idade, obtidos no Instituto de Farmacologia Nacional da
Universidade Federal de Sao Paulo (INFAR/UNIFESP). Estes murinos foram usados a
fim de gerar os modelos experimentais operados, formando grupos esplenectomizados
e controles. Os animais foram mantidos em biotério, no Laboratério de Experimentacao
Animal — INFAR em microisoladores ventilados com agua e racao Nuvital® CR-1 ad
libitum, autoclavados. Temperatura da sala de 21+2°C e ciclo de 12 horas de luz/12
horas de escuro. Os animais apresentaram microbiologia negativa (bactérias e fungos)
para os agentes prevalentes segundo a relagdo sugerida pela FELASA (Federacao
Européia da Ciéncia de Animais de Laboratério). Todos os experimentos com o0s
animais sao conduzidos em conformidade com o Colégio Brasileiro de Experimentagéao
Animal — COBEA e aval do Comité de Etica da Universidade de Mogi das Cruzes.

3.2 CIRURGIA

As cirurgias procederam em sala higienizada e desinfetada por solugao germicida,
controle do acesso e transito de pessoas dentro da sala, paramentacdo e escovagao
das maos adequadas e desinfeccdo com alcool (70%), manutengcao da temperatura da
sala de cirurgia em 27°C.

Os animais foram anestesiados com xilazina e a ketamina nas doses de 10 e 150
mg por kg, respectivamente. E posteriormente foram tricotomizados na porgéo lateral
esquerda do abdémen e dorso com tosquiadeira elétrica.

Pér-se campo cirurgico estéril com abertura para regiao tricotomizada. Apds a
aplicacéo de alcool iodado na regido tricotomizada iniciou-se a laparotomia com acesso
lateral esquerdo por incisdo ao longo eixo do animal, abaixo das costelas no
hipocondrio sinistro com invasao peritoneal.

Apbs a visualizacdo do baco, este foi exposto a regido extra peritoneal para

melhor dissecacao dos ligamentos lienais, com o cuidado para ndo descapsular o baco,
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causando hemorragia. Uma atencao especial foi dada aos ligamentos que unem o bago
ao pancreas e ao fundo gastrico, para que nao houvesse lesbes que pudessem
comprometer tais 6rgaos.

Apo6s a identificagdo dos componentes anatébmicos a dissecacdo vascular foi
precedida por clamps, forjados por pontos fixos nas artérias e veias esplénicas,
facilitando a ablag&o lienal, sem maior sangramento.

Dado o procedimento supracitado com a retirada total do bago determinou-se o
modelo esplenectomizado. Para o modelo controle ou Sham operado o procedimento
seguiu-se com 0 mesmo rigor até a exposicdo do bago ao meio extra peritoneal,
posteriormente ndo havendo dissecagdo de seus componentes anatémicos. Assim o
bacgo fora colocado integro no hipocdndrio esquerdo.

A solugéo de continuidade da pele e musculos foi reduzida com pontos simples
feitos com fio cirurgico de polipropileno numero 4-0. Apds a cirurgia, foi administrado
antibidtico (benzilpenicilina, 100.000Ul/kg), antiinflamatorio (Butorphanol 5 mg/Kg a
cada 6 horas) e reposi¢ao hidroeletrolitica (solugcao de NaCl a 0,9%, 500uL/30g) via
subcutanea, para evitar infecgdo pés-cirdrgica, reduzir o desconforto dos animais e
desidratacao. Apés a cirurgia os camundongos foram mantidos em placas aquecidas a
37°C até recobrarem a atividade, para evitar o quadro de hipotermia. Os animais
foram monitorados diariamente durante todo o periodo do estudo e 0 acompanhamento
quanto a variagdo da massa corporal foi realizado semanalmente. Ap6s quatro
semanas de recuperagao os animais foram submetidos a dieta controle ou hiperlipidica
e coletas de sangue.

Para os camundongos machos ob/ob, os procedimentos cirdrgicos foram os
mesmos na determinacdo dos modelos ob/ob Sham e ob/ob esplenectomizado. Desta
forma os animais foram mantidos individualizados em suas caixas por um periodo de

quatro semanas para se recuperarem da cirurgia.

3.3 INGESTAO ALIMENTAR - DIETA CONTROLE E HIPERLIPIDICA

Os camundongos machos com um més apds a cirurgia encontravam-se
individualizados e foram mantidos, entdo em dieta padrao Nuvital® CR-1 (6 % das kCal
provenientes de lipideos) ou submetidos a dieta hiperlipidica Research Diets ® (45 %
das kcal provenientes de lipideos) por 10 semanas. Durante a dieta, o peso corporal e
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a ingestdo de alimentos foram monitorados semanalmente e quando necessario
diariamente. Ao final da dieta os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a
glicose, teste de resisténcia a insulina e posteriormente sofreram eutanasia para coleta
de sangue e tecidos. Os tecidos foram imediatamente pesados, divididos e congelados
em nitrogénio para posterior armazenamento em freezer -80°C. O sangue foi
centrifugado a 1000 x g por 15 minutos e o soro foi coletado para dosagem de leptina e
insulina. As dosagens foram feitas por kits de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay).

3.4 TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura corporal é uma referéncia do metabolismo basal, além de indicar
alteragdes importantes causadas por um estado inflamatério.
A temperatura dos animais foi aferida por via retal com termémetro clinico INCOTERM
BR-P 271. A mensuracdo da temperatura foi realizada de trés em trés horas para
curvas de vinte e quatro horas. Os animais foram mantidos em contensor durante a
introdugédo do termdémetro e houve espera de trés minutos até a estabilizagdo da
temperatura no termostato. A temperatura foi mensurada antes e apés a cirurgia e apés

as 10 semanas de tratamento com a dieta especificada.
3.5 MENSURA(;AO DE TRIGLICERIDEOS

Apdés um més de cirurgia e apos a dieta o soro dos animais foi coletado e
armazenado a -20°C. A partir dessas amostras foram dosados os niveis de triglicérides,
por meio de kit para método enzimatico colorimétrico (TRIGLICERIDES LIQUIFORM ,
LABTEST, Av. Paulo Ferreira Costa, 600, Lagoa Santa, MG, Brasil). Também houve
mensuragao dos niveis de TG em animais tratados com genfibrozila (1mg/g mais o
veiculo) ou apenas o veiculo como um placebo (carboximetilcelulose 0,5%), via
gavagem por sete dias com concomitante pesagem da massa corporal e da ingestao

alimentar do animal.
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3.6 MENSURAGAO DE LEPTINA E INSULINA SERICA

Foram coletadas amostras de sangue dos animais apdés um més de cirurgia. Os
soros das amostras foram separados por centrifugagdo e armazenados a — 20° C.
Leptina e insulina sérica foram mensuradas por meio de ELISA (Mouse Leptin
Immunassay, Quantikine, R&D Systems, 614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN
55413, United states of América; e RAT/MOUSE INSULINE ELISA KIT, LINCO
Research, 6 Research Park Dr, St. Charles, Missouri 63304, USA).

3.7 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E RESISTENCIA A INSULINA

A glicemia dos animais gerados e seus controles foi aferida. Para isso foram
realizados o teste de tolerancia a glicose (TTG) e o teste de resisténcia a insulina (TRI).
Para evitar alteragdes por estresse houve um intervalo de uma semana entre os testes.

Os niveis glicémicos foram dosados nos animais privados de ragao por 8 horas,
através de uma gota retirada da parte distal da cauda. Para a andlise usamos um
glicosimetro (Accu-Chek Advantage). Apds a realizacao da leitura basal ou tempo 0 da
curva glicémica, foi injetado 1mg de glicose por grama de peso do animal via
intraperitoneal (IP). As dosagens sao realizadas no tempo 0, 30, 60, 120 e 180 minutos.
Os mesmos tempos sdo usados para a analise de resisténcia a insulina, onde os
animais WT receberam 0,01 Ul por kg IP de Insulina recombinante humana Humalog®

(para uso in vivo e de agao rapida com pico de acao em 15 minutos).

3.8 COLETA DE ORGAOS

ApoOs os testes glicémicos, os animais sofreram eutanasia por deslocamento
cervical e tiveram alguns de seus 6rgaos coletados: figado, pancreas, coragao, rins,
tecido adiposo inguinal (TAl), tecido adiposo peri-renal (TAP) e musculo esquelético
(triceps sural). As massas dos oOrgaos foram mensuradas e amostras foram
conservadas tanto em formol tamponado (400ml de formaldeido 37%; 3600ml| de agua
destilada; 16g de fosfato de sédio monobasico; 26g de fosfato de sédio dibasico) como

por congelamento em nitrogénio liquido para futuras analises.
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3.9 COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE E EXTRAGAO DE SORO

As amostras de sangue foram obtidas por puncao retrorbital com o animal
sedado, utilizando-se pipetas tipo Pasteur. Apds centrifugagdo a 1000 x g por 15
minutos, o soro foi coletado e armazenado a — 20°C para realizagdo dos testes
bioquimicos e de ELISA.

3.10 DENSITOMETRIA OSSEA

Alteragbes metabdlicas podem interferir na composi¢cdo corporal. Por isso, a
densidade mineral déssea foi mensurada nos animais do estudo por meio de
densitometria 6ssea por técnica de Absorciometria de Raios X de Dupla Energia DEXA
(Hologic QDR, software para pequenos animais) com a colaboragdo do Prof. Dr.
Charlles Heldan Castro do Departamento de Medicina-UNIFESP, disciplina de
Reumatologia. A densitometria por DEXA € simples e indolor, e leva de dois a quatro
minutos para ser realizada em cada animal.

A maquina mede a densidade dssea detectando a extensdo na qual os 0ssos
absorvem fétons, que sao gerados por niveis baixos de raios X. As medidas da
densidade mineral 6ssea sao geralmente reportadas na concentracdo média de calcio,
nas areas escaneadas pelo aparelho, mas outros parametros também sdo avaliados

como massa gorda e massa livre de lipidios.

3.11 ANALISE DO DADOS

Os dados encontrados foram apresentados sob média + erro padrdo no texto
descritivo, tabelas e gréaficos. Para tratamento estatistico foi utilizado o Teste t de
Student n&do pareado de duas caudas para amostras independentes. Quanto as
anadlises de mais de duas amostras foi aplicado analise de variancia (One Way
ANOVA) seguida de verificagdo post-hoc de Tukey. As diferencas foram determinadas
significantes quando o valor de p foi menor que 0,05 (p<0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 DESENVOLVIMENTO CORPORAL

Para avaliar o ganho de peso absoluto dos animais esplenectomizados (n=9), assim
como seus controles (Sham; n=9), ap6s um més de recuperacao da cirurgia os animais
tiveram suas massas aferidas semanalmente durante oito semanas (ver figura 4),
sendo ofertada uma dieta controle neste periodo.

A partir da oitava semana os animais foram submetidos a ingestdo de racao
hiperlipidica e foram acompanhados e pesados por dez semanas.

Observou-se ganho de peso significante com a administracdo da dieta
hiperlipidica a partir da quinta semana de tratamento com a mesma, mas nao houve
diferenca estatistica entre os grupos sham e esplenectomizado com a dieta controle
(DC) ou com a dieta hiperlipidica.

36 7 Inicio da DH | )

34
32
30
28
26 -

—e&— Sham

- -a- - Esplen

NMassa Corpord (9

24
22

20 T T T T T T T T T T T T T T T T |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Semanas

Figura 4: Ganho de massa corporal. A massa dos camundongos foi aferida semanalmente ap6s um
més de recuperagdo da cirurgia. Sham (n =9); Esplenectomizado (n=9); * = p<0,05 em relagédo ao
periodo sob dieta controle.

4.2 INGESTAO ALIMENTAR

A ingestdo alimentar (ver figura 5) foi aferida mediante pesagem semanal da
racdo comumente a pesagem dos camundongos, para que pudéssemos verificar
possiveis alteragdes no consumo alimentar apés a cirurgia e indugédo de dieta rica em

gordura. Percebe-se oscilagdo do consumo da ragao no periodo que compete ao inicio
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da administracao da dieta hiperlipidica, mas em nenhum periodo observou-se diferenca

no consumo entre o grupo sham e esplenectomizado.
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Figura 5: Ingestado alimentar. O consumo de ragdo dos camundongos nédo obteve diferanga entre os
grupos. Sham (n =9); Esplenectomizado (n=9);

4.3 DENSITOMETRIA OSSEA

Utilizando animais adultos, operados e separados em grupos submetidos a dieta
controle e dieta hiperlipidica, realizou-se a avaliacdo da densidade mineral éssea,
percentual de gordura e area corporal pelo método de Absorciometria de Raios X de
Dupla Energia (DEXA).

A avaliacdo da area corporal (figura 6) nos revela diferenca entre os tratamentos
dietéticos, sendo que o grupo sham em DH apresentou area corporal com diferenca
estatistica em relagcdo aos grupos sham DC e esplenectomizado DC, e o grupo
esplenectomizado em DH mostrou-se diferente do grupo sham em DC e esplenec em
DH. Ao observarmos a densidade mineral Ossea, percebemos diferenca entre os
tratamentos dietéticos (figura 7), mas ndo houve diferenca entre Sham e
Esplenctomizados.

Analisando o percentual de gordura evidenciamos que o animal esplenectomizado
em DH apresentou um o maior percentual de gordura em relagdo aos grupos em DC,
enquanto os camundongos sham DH mantém o percentual estatisticamente igual aos

animais em DC, apresentando apenas uma tendéncia (ver figura 8).
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Figura 6: Area corporal avaliada por densitometria. Os animais em DH apresentaram maior area
corporal. Sham DC (n =6); Esplenectomizado DC (n=5); Sham DH (n=7); Esplenectomizado DH (n=7). a
= p<0,01 em relagédo ao sham DC e esplenectomizado DC; b = p<0,05 em relagdo ao esplenectomizado
DC.
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Figura 7: Densidade mineral d0ssea. Os animais induzidos a DH sofreram aumento da densidade
mineral éssea, mas nao houve diferenga entre os grupos operados. Sham DC (n=6), esplenectomizado
DC (n=5), sham DH (n=7), esplenectomizado DH (n=7). a = p<0,001 em relacdo ao sham e
esplenectomizado em DC.
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Figura 8: Pecentual de gordura corporal. Os animais esplenectomizados em DH apresentaram um
maior percentual de gordura corporal. Sham DC (n=6), esplenectomizado DC (n=5), sham DH (n=7),
esplenectomizado DH (n=7). b = p<0,05 em relagdo ao sham e esplenectomizados DC.
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4.4 MASSA DOS ORGAOS

Ao final dos tratamentos e testes in vivo, os animais sofreram eutanasia e tiveram
alguns oOrgaos coletados e pesados. As massas dos o6rgaos foram aferidas e
comparadas. Apds o deslocamento cervical de cada animal o coragéo foi retirado da
cavidade tordcica, ainda em contracao/relaxamento e foi colocado em soluc¢do salina
(0,9%NaCl) para retirada do excesso de sangue.

Apés a retirada do coracao da solugao salina, retiramos 0 excesso de gordura que
o envolve e o pesamos integro (figura 9 A). Apoés a pesagem do coracdo integro
separamos com uma tesoura os atrios e delicadamente retiramos o ventriculo direito
(figura 9 C) e 0 pesamos. Logo apds pesamos o ventriculo esquerdo (figura 9 B).

Nao foi observada nenhuma mudanca significante no peso relativo do coracéao e
camaras cardiacas entre as dietas ou entre esplenectomizados e sham operados.
Também aferimos o0 peso de outros érgdos dos quais poderiam ter sofrido alguma
modificagdo morfoldgica apds a cirurgia ou apds a inducao da dieta.

Do ponto de vista morfolégico, a hipertrofia ventricular esquerda é um
processo dependente do aumento de volume dos cardiomiocitos pela sintese de
novas unidades de sarcémeros e da proliferacdo de fibras coldgenas e elasticas,
constituintes fundamentais da arquitetura miocardica .

O aumento progressivo da concentracdo de colageno parece exercer uma
série de efeitos adversos no comportamento mecanico do coragao, prejudicando
o relaxamento diastolico, interferindo na transmissao de forcas para as fibras
musculares adjacentes e, finalmente, o desenvolvimento de tensdo durante a
sistole.

Além disso, a acentuacdo do processo fibrético podera também induzir
atrofia dos cardiomiocitos, criando um cenario de isquemia e isolamento elétrico
dessas células, faciltando a instalacdo de substrato anatémico para o

desenvolvimento de arritmias e outras manifesta¢des cardiacas.
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Figura 9: Massa relativa do coracao e demais 6rgaos. A massa do coragao e foi dividida pela massa
corpérea total, assim como suas cadmaras e os demais 6rgaos; Coragao Inteiro(A); Ventriculo Esquerdo
(B); Ventriculo Direito(C); Figado (D); Rim (E); Triceps Sural (F). Sham DC (n=6), esplenectomizado DC
(n=5), sham DH (n=6), esplenectomizado DH (n=6).

O peso do rim (figura 9 E), figado (figura 9 D) e do triceps sural (figura 9 F) foi
avaliado em seguida a lavagem com salina, assim como a massa relativa do coragao



43

as massas do rim, figado e musculo esquelético (triceps sural) ndo foram diferentes
entre os grupos esplenectomizados e sham e entre as dietas.

Contudo ao avaliarmos a massa de tecido adiposo inguinal (TAIl) (figura 10 A) e
perirrenal (TAP) (figura 10 B), verificamos diferenga significante (P< 0,001) entre os
animais tratados com dieta controle e dieta hiperlipidica, mas n&o houve diferenga
entre sham e esplenectomizados em DC quando observamos a massa de TAP, porém
quando verificamos o peso do TAI percebe-se que 0s animais esplenectomizados em
DC possuem uma menor massa de TAlI comparados aos sham em DC.
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Figura 10: Massa relativa do tecido adiposo inguinal e perirrenal. A massa do tecido adiposo
inguinal (A) e perirrenal (B) foram divididas pela massa corpérea total e verificamos grande diferenca
entre os tratamentos. Sham DC (n=6), esplenectomizado DC (n=5), sham DH (n=6), esplenectomizado
DH (n=6). b= p<0,001 em relagdo ao sham e esplenectomizado em DC; a =p<0,05 em relagdo ao sham
DC.

4.5 TRIGLICERIDEOS SERICOS

Apbs o tratamento dietético dos animais WT operados, foi realizada por puncao
retrorbital a retirada de sangue para a extracao do soro e posterior avaliacao dos niveis
séricos de triglicérides, estabelecendo assim, a trigliceridemia dos animais. Os animais
esplenectomizados em DC apresentaram elevado indice de triglicérides no plasma em
comparagao aos animais sham DC, estatisticamente significante.

Quando analisamos o animal esplenectomizado em DH percebemos que houve
diferenca em relacdo aos grupos em DC (p<0,05) e também diferiu dos animais sham
em DH (figura 11). E importante observar que os niveis de triglicérides néo diferiram
entre os grupos esplenectomizados em DC e sham em DH (figura 11).
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Figura 11: Niveis séricos de trigliceridios. O resultado foi obtido a partir da sorologia dos animais em
dieta controle e hiperlipidica. Sham DC (n=6), esplenectomizado DC (n=5), sham DH (n=7),
esplenectomizado DH (n=7). Os valores representam média * erro padrao dos niveis séricos de
triglicerideos. a= p< 0,001 em relagdo ao sham DC; b = p< 0,05 em relagdo ao esplenectomizado DC e
sham DH.

4.6 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E TESTE DE RESISTENCIA A
INSULINA

Para avaliar a captacao de glicose dos camundongos foram realizados testes de
tolerancia a glicose (TTG) (figura 12) e de resisténcia a insulina (TRI) (figura 13).

Os testes foram realizados ao final do tratamento dietético com diferenca de uma
semana entre cada teste para reduzir a possibilidade de interferéncia do estresse
sofrido em cada procedimento. Ao analisarmos as curvas glicémicas, optamos em
avaliar a area sob a curva como parametro estatistico. Nao obtivemos diferenca
significante na tolerancia a glicose entre os grupos, como verificado pelo TTG na figura
12.

Ao avaliar-mos o efeito da DH na indugéo de resisténcia a insulina, logo que o
quadro de resisténcia a insulina normalmente se instala primeiro que o fenbmeno de
intolerancia a glicose. Aplicamos a insulina i.p. nos animais e avaliamos a glicemia em
varios tempos. E assim, verificamos que ndao houve diferenca entre os grupos e entre

as dietas (figura 13).
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Figura 12: Teste de tolerancia a glicose. O teste de tolerancia a glicose foi realizado apés um més da
cirurgia somado a um més de indugédo de dieta (a curva vista em A). E em (B) a area sob a curva do
teste de tolerdncia a glicose. Sham DC(n=6); Esplenectomizado (n=7); Sham DH (n=7);
Esplenectomizado (n=7).

No teste de tolerancia a glicose injetamos glicose intraperitoneal (i.p.) e avaliamos
a glicemia nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos e relatamos um curva (figura 12 A)
da glicemia apds a aplicacdo e para avaliagdo estatistica fizemos o tratamento dos
dados por meio da analise da &rea sob a curva e posterior analise de variancia.
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Figura 13: Teste de resisténcia a insulina. O teste de resisténcia a insulina foi realizado ap6és um més
da cirurgia(A). E em (B) a area sob a curva. Sham DC(n=6); Esplenectomizado DC (n=7); Sham DH
(n=7); Esplenectomizado DH (n=7).

Neste teste (TRI) injetamos insulina recombinante humana nos animais em jejum
e avaliamos a glicemia nos tempos 0, 30, 60, 120 e 180 minutos e tragamos uma curva
com o percentual da glicemia (ver figura 14 A) e a analise estatistica da curva foi
realizada mediante a area sob a curva (ver figura 13 B).
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4.7 INSULINEMIA E LEPTINEMIA

Com o soro obtido por meio de centrifugagcdo do sangue retirado por pungéo
retrorbital, realizamos andlises (ELISA) dos niveis séricos de insulina e leptina. Os
animais esplenectomizados DH apresentam insulinemia superior aos demais grupos
(figura 15), assim como a leptinemia (figura 16). Observamos que o grupo sham em DH
apresentou maior tendéncia a elevagcado dos niveis de insulina, mas sem significancia
estatistica (figura 15).
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Figura 14: Niveis séricos de insulina nos animais operados. A insulina sérica de camundongos
C57BL/6 (WT) sham e esplenectomizados submetidos a DC e DH. Sham DC (n=7); Esplenectomizado
DC (n=6); Sham DH (n=7); Esplenectomizado DH (n=6). a = p<0,001 em relacdo ao sham DC,
esplenectomizado DC e sham DH.
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Figura 15: Niveis séricos de leptina nos animais operados. Leptina sérica de camundongos C57BL/6
(WT) sham e esplenectomizados submetidos a DC e DH. Sham DC (n=7); Esplenectomizado DC (n=6);

Sham DH (n=7); Esplenectomizado DH (n=6). a =p<0,001 em relagdo ao Sham DC e b =p< 0,05 em
relacdo ao Esplenec DC.

Na figura 15 podemos observar os niveis de leptina sérica dos grupos. Os
camundongos esplenectomizados em DC apresentam altos niveis de leptina em
relagdo aos animais sham em DC (p<0,001), mas os animais sham em DH superam os

niveis de leptina de ambos os grupos em DC. Os esplenectomizados em DH (figura 15)
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apresentaram diferenca estatistica dos indices de leptina em relacdo aos animais em

DC (p<0,001) e em relacao aos animais sham em DH (p<0,05).

4.8. UTILIZACGAO DE ANIMAIS COM GENOTIPO oB/OB COMO
CONTROLE NEGATIVO DE LEPTINA E ADMINISTRACAO DE
GENFIBROZILA COMO HIPOLIPEMIANTE.

Perante os resultados mostrando diferenga nos niveis séricos de leptina e
também de triglicérides, achamos necessario a utilizagdo de animais ob/ob como um
controle negativo de leptina além de utilizarmos um hipolipemiante (genfibrozila) via
oral para um equalizagédo dos niveis de triglicérides.

Os fibratos sdo as drogas de escolha nas hipertrigliceridemias. Apds sua
absorcao, os fibratos sdo metabolizados pelo figado (VAKKILAINEN, 2003).

Entretanto, para alguns fibratos, como o genfibrozila, uma interagdo com estatinas
pode ocorrer pelo deslocamento de fragdes livres de estatina ligadas as proteinas
plasmaticas (VAKKILAINEN, 2003).

A vida-média plasmatica é variavel entre os fibratos (2-80 horas). Recentemente,
foi demonstrado que os fibratos promovem suas agdes lipidicas pelo estimulo dos
PPAR-a. Através dessa acgao, existe um incremento na transcricdo de alguns genes
relacionados com o metabolismo lipidico, como a lipase lipoprotéica (LLP),
apolipoproteina apoAl, apolipoproteina All (apoAll), bem como uma diminuicdo na
expressao da apolipoproteina ClIl (apoClll), e muitas outras acdes (VAKKILAINEN,
2003).

A administragédo do genfibrizila (por apresentar isolubilidade em agua) foi feita
junto a um veiculo (carboximetilcelulose 0,5%) via gavagem. A carboximetilcelulose foi

utilizada como controle (placebo).
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Figura 16: Massa corporal sob administracao de genfibrozila. Administragdo de genfibrozila por sete
dias via gavagem.
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Figura 17: Massa corporal dos animais ob/ob em DH mais a administracao de genfibrozila.
Administragdo de genfibrozila por sete dias via gavagem em animais ob/ob ndo apresentou diferenca na
massa corporal.

Na figura 16 A observamos uma tendéncia a diminuicdo da massa corporal apds
a administracdo do fibrato, porém constatamos que n&o houve diferengca entre os
grupos (ver figura 16 B). Animais ob/ob ndo apresentaram redugcdo do peso corporal
apods a administracéo do genfibrizila (figura 17).

B
A

9

g
T 150- 3
§ —+— ShamDH+ Gen w 600

2
o 105 4. Esplen DH+ Gen 3 —1
3 -e- ShamDH+ Vei g 400
< i T -= Esplen DH+ Vei <
2 100 ]
2 < s
s I § 200
a S { E
o = RIS S S =
2 = S :
3 E 0
c a XAQ: x\\e, OQ'{\ I
8 50 T T T T T T T 1 5 st ’ 2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 o & & @0 &
Dias < & X &

Figura 18: Ingestao alimentar sob administracao de genfibrozila. Administragdo de genfibrozila por
sete dias via gavagem em animais sham e esplenectomizados em DH. * = p< 0,05
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Figura 19: Ingestdo alimentar sob administracéo de genfibrozila em animais ob/ob. Administracéo
de genfibrozila por sete dias via gavagem em animais ob/ob sham e ob/ob esplenectomizados em DH.
N&o observamos mudangas no peso corporal nos animais sob a administracéo do
fibrato, mas quando observamos o consumo alimentar conseguimos visualizar que 0s
animais sham em DC e DH e eplenectomizados em DC nao diferem, porém os
esplenectomizados em DH passam a apresentar uma diminuicao significante no
consumo de racédo (figura 18 A e B). Podemos verificar na figura 19 que a
administracdo do genfibrozila ndo surtiu efeito no consumo alimentar de animais do

genotipo ob/ob.
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Figura 20: Trigliceridemia dos animais tratados com genfibrozila. Administracdo de genfibrozila por
sete dias via gavagem em animais sham e esplenectomizados em DH reduziu os niveis séricos de TG. a
= p<0,05 em relagdo ao sham DH+Veiculo; b = p<0,001 em relagéo ao esplenectomizado DH+Veiculo .
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Figura 21: Trigliceridemia dos animais ob/ob em DC e DH. Administracdo de genfibrozila por sete
dias via gavagem em animais sham ob/ob e esplenectomizados ob/ob em DC e DH. a= p<0,05 em
relagdo ao sham ob/ob DC; b = p< 0,01 em relagao ao esplenectomizado DC e sham DH.

Para verificar se o genfibrozila realmente alterou os niveis de triglicérides nos
camundongos, fizemos a puncdo retrorbital nos animais apds os sete dias de

administracdo do fibrato. Pelo método de ELISA dosamos os niveis de triglicérides
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animais e constatamos que o farmaco reduziu os niveis de trigicérides nos animais
tratados por sete dias (figura 20)

Na figura 21 podemos constatar que hipertrigliceridemia vista em animais magros
esplenectomizados, também ocorre em animais do gendtipo ob/ob quando
esplenectomizados, sendo que os animais esplenectomizados ob/ob em DC
apresentam niveis maiores de TG do que os sham ob/ob em DC e os
esplenectomizados ob/ob em DH diferiram dos demais grupos (figura 21). Na figura 22
€ possivel perceber que o genfibrozila também foi capaz de reduzir os niveis de TG dos
animais de gendtipo ob/ob.
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Figura 22: Trigliceridemia dos animais ob/ob tratados com genfibrozila. Administracdo de
genfibrozila por sete dias via gavagem em animais sham ob/ob e esplenectomizados ob/ob em DH. a =
p<0,05 em relagédo ao sham ob/ob DH+Veiculo; b = p<0,001 em relagdo ao esplenectomizado em
DH+Veiculo.

4.9. TEMPERATURA CORPORAL

A temperatura corporal foi aferida por termémetro via retal, em periodos de trés
em trés horas para tragar curvas de vinte e quatro horas, antes e apds a cirurgia e
inducao de dieta, como uma medida para avaliagao do gasto cal6rico e averiguagao de
estado febril pds-esplenectomia. Foi observado que antes da cirurgia os animais
obtinham curvas de temperatura parecidas. Um més ap6s a cirurgia sob consumo de
dieta normal os grupos diferiram nas suas curvas de temperatura, sendo o animal
esplenectomizado o que manteve maior temperatura corporal (figura 23 A e B). E essa
diferenga se manteve ap6s a indugao de dieta hiperlipidica. (figura 24 A e B). Em
animais ob/ob nado houve diferenca nas temperaturas entre sham ob/ob e
esplenectomizado ob/ob submetidos a dieta controle (figura 25).
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Figura 23: Temperatura corporal dos animais em dieta controle um més a realizacao da cirurgia.
Os animais tiveram a temperatura corporal medida um més apds a realizagao da cirurgia, evidenciando
aumento da temperatura para os animais esplenectomizados. * = p< 0,05.
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Figura 24: Temperatura corporal dos animais em dieta hiperlipidica um més apds a realizacdo da
cirurgia. Os animais tiveram a temperatura corporal medida ap6s um més da realizagdo da cirurgia,
evidenciando aumento da temperatura para os animais esplenectomizados em DH. * = p< (,05.
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Figura 25: Temperatura corporal dos animais ob/ob em DC um més apds a realizacao da cirurgia.
Os animais ob/ob tiveram a temperatura corporal medida apdés um més da realizagéo da cirurgia.



53

5. DISCUSSAO

A esplenectomia gera grande aten¢ao da area médica devido a fungéo fagocitaria
do bago. Procedimentos relacionados a otimizagdo do sistema imunolégico, como
vacinas, sao medidas comuns no pds-operatdrio e moderam o0s processos infecciosos,
tornando a falta do bago no organismo um fendmeno néo letal (PETROIANU, 2006).
Porém a importancia incontestavel do bago na resposta imunitéria orgénica e a
descoberta de outras atribuicbes desse 6rgao trouxeram uma nova orientacdo no
tratamento das afecgdes esplénicas. Tanto a indicagdo quanto a abordagem cirargica
tornaram-se cada vez mais conservadoras, pois alteragdes enddcrinometabdlicas sao
percebidas apds a esplenectomia total, como mudancas no perfil lipémico
(PETROIANU, 2006).

A participacdo do tecido esplénico na regulacdo dos lipidios plasmaticos foi
inicialmente apontada por Robinette e Fraumeni Jr, que em 1977, estudaram a
mortalidade por doencas cardiovasculares de veteranos que foram esplenectomizados
durante a Segunda Guerra Mundial. A alta incidéncia de infarto agudo do miocérdio por
aterosclerose nesta corte fez com que esses autores atribuissem a asplenia possiveis
disturbios lipidicos que provocariam os incidentes vasculares. Em pacientes com
doencas mieloproliferativas foi encontrada redugdo nas concentragdes plasmaticas de
lipidios provavelmente decorrentes da hiperfuncao esplénica e esplenomegalia.

Apesar dos trabalhos descritos na literatura que apontam tal fenémeno clinico, os
resultados encontrados ainda sao conflitantes e a participagdo do baco no metabolismo
lipidico, ainda é um assunto controverso e obscuro.

Considerando que a hiperlipidemia esta diretamente associada a formacao de

placas ateromatosas e que as doencas ateroscleréticas sdo uma das principais causas
de morte (KOPELMAN, 2000), foi pertinente verificar no presente estudo, se de fato a
esplenectomia predispbe as alteragdes nos niveis de triglicerideos e se sua auséncia
influencia em outros indices metabdlicos.
AlteracOes nos niveis plasmaticos de acidos graxos podem incorrer em mudangas no
desenvolvimento corporal, no perfil glicémico e na termorregulagdo (KOPELMAN,
2000).

Neste estudo, conscientes da interferéncia da ablacdo lienal no perfil lipémico,

usamos modelos animais esplenectomizados para a investigacdo do metabolismo
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lipidico e suas possiveis interferéncias no metabolismo glicémico, composi¢ao corporal
e mudancas humorais.

Foram desenvolvidos inicialmente grupos operados, com camundongos de trés
meses, divididos em esplenectomizados e sham (falso operado), que foram tratados
com dieta controle (DC) e dieta hiperlipidica (DH) apéds a cirurgia.

Neste estudo, a mortalidade observada apds o procedimento cirurgico foi de
aproximadamente 5%. E possivel que o controle rigoroso das condicdes de
manutencao e manuseio dos animais tenha contribuido para esse resultado favoravel.

Os animais adultos foram acompanhados quanto ao consumo de ragao controle e
massa corporal no periodo de oito semanas e constatou-se que ndo houve ganho de
peso significativo neste periodo (figura 4), assim como nao houve diferenga entre os
grupos sham e esplenectomizado o que condiz com o estado do peso corpdreo no pés
operatério de esplenectomias em humanos e animais (PETROIANU, 2003).

Posteriormente os camundongos foram tratados com ragéo rica em gordura (45%
das kcal na forma de lipidios) apods a oitava semana e foram acompanhados por mais
dez semanas. Apesar de haver uma tendéncia a diminuigdo do consumo absoluto de
racao (figura 5) em relagdo a DC, os animais chegaram ao balanco calérico positivo
devido a alta densidade calérica da ragdo, demonstrado pelo ganho de massa corporal
acentuado apos o inicio do tratamento (figura 4).

O aumento de peso corpéreo tornou-se significante em relacao a fase de ingesta
de DC, a partir da quinta semana de tratamento com a DH (figura 4). Porém o ganho de
peso nao foi diferente entre os grupos sham e esplenectomizados. A esplenectomia
possivelmente ndo é uma intervencao capaz de alterar o peso corporal absoluto, tanto
sob condi¢des dietéticas normais quanto hiperlipidicas.

As mudancas na composicao corporal também foram aferidas por avaliagbes
absorciométricas. A &rea corporal mensurada pela densitometria mostrou-se diferente
estatisticamente apenas entre os tratamentos com as dietas e ndo entre os
camundongos sham e esplenectomizados (figura 6) confirmando a resposta obtida
apenas pela avaliacao da pesagem corporal.

A densidade mineral éssea aumentou expressivamente apds a dieta hiperlipidica
em ambos os grupos (figura 7), o que pode inicialmente ser respondido como
consequéncia do efeito piezoelétrico que consiste na variacdo das dimensdes fisicas

de certos materiais sujeitos a pressdes que alteram os campos elétricos, 0 que pode
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mudar a atividade dos osteoblastos e osteoclastos, diminuindo a reabsorcao 6ssea e
aumentando o conteudo mineral 6sseo (SEGURA, 2007). No entanto torna-se
importante salientar, desde ja, que os animais esplenectomizados apresentaram altas
taxas de leptina circulante (figura 15) e que esta, perifericamente tem papel importante
no metabolismo ésseo, inibindo o crescimento de tal tecido, logo os resultados de
nosso estudo vao de encontro aos resultado encontrados por Ducy (2000).

Porém os resultados evidenciados pelo grupo de Ducy foram em animais
deficientes na producao de leptina e ndo em grupos operados. Elefteriou et al. (2004),
concluiram que baixos niveis de leptina alteram a densidade 6ssea diminuindo-a; e
Hamrick, et al, (2004), que utlizaram um modelo animal obeso e naturalmente
deficiente na producdo de leptina, o camundongo ob/ob, verificando aumento da
composicdo mineral 6ssea nas vértebras e diminuicdo no fémur. Entdo existe a
exigéncia futura de salientarmos as diferentes densidades minerais nas diferentes
areas corpéreas, ja que a andlise realizada foi no corpo total do animal e nao
topograficamente.

Quando observado o percentual de gordura dos grupos, 0S animais
esplenectomizados tratados com DH mostraram-se diferentes dos esplenectomizados
tratados com DC (figura 8). Logo tais informacbes tornaram-se relevantes e saber
como a gordura corporal esta distribuida em diferentes regides foi impressindivel.

Apés a eutanasia dos animais, foi possivel avaliar a massa relativa dos érgaos. O
coracao foi avaliado, assim como as camaras cardiacas separadas. Tal avaliacao foi
necessaria, por tratar-se de um 6rgao que sofre variagbes dramdticas quando ha
mudancas hemodinamicas, alteracbes como a hipertrofia ventricular esquerda
concéntrica, quando ha aumento da resisténcia vascular periférica e hipertrofia
ventricular direita sob condicbes de estenose da valvula pulmonar, da via de saida de
ventriculo direito ou de ramos da artéria pulmonar ou até uma hipertensao pulmonar
(PANKOW, 2004).

Tais variagbes podem ocorrer quando ha afecg¢des crbnicas causadas por
mudangas no metabolismo lipidico e glicémico. Na figura 9 A, verificamos que a massa
cardiaca nao diferiu entre os grupos e nao diferiu entre os tratamentos dietéticos e
obtivemos semelhante resposta quando avaliamos as camaras separadamente (figura
9 B e C). Neste caso, concluimos que tanto a esplenectomia, quanto a DH néao

alteraram as condicdes morfoldgicas do coracdo, mas torna-se necessario uma nova
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avaliacao em animais com diferentes idades e submetidos a um maior tempo de
tratamento.

Os pesos do figado e rins (figura 9 D e E) foram analisados por serem 6rgaos
intimamente ligados ao metabolismo lipidico e glicémico, que podem sofrer alteracoes
relevantes como esteatose e nefropatias (KIM, 2004), porém os dados relacionados a
massa desses 6rgaos nao diferiram, assim como nao houve diferenca para a massa
muscular esquelética, avaliada pela pesagem do triceps sural (figura 9 F). Mas ainda
se faz preciso a andlise das variagbes hemodinamicas referentes ao duplo produto em
divesos momentos da vida do animal operado e tratado.

Ao analisarmos a massa do tecido adiposo inguinal (TAI) figura 10 A, e perirrenal
(TAP) figura 10 B, afim de averiguagéo da distribuigcdo do tecido adiposo, notou-se uma
diferenca expressiva na quantidade de tecido adiposo visceral entre os animais
tratados com DH.

Além da diferenga evidenciada nos animais esplenectomizados em DC quanto ao
TAI (figura 10 A), pois apresentam uma menor quantidade de gordura visceral (TAl).
Por tanto no presente estudo constatamos que a esplenectomia per se nao interfere
drasticamente na massa corporal total de animais operados e nem altera o ganho de
peso corporal induzido por DH.

Quanto a deposicdo da gordura parece que o animal esplenectomizado
submetido a uma dieta controle possui uma menor quantidade de gordura visceral (TAI)
figura 10 A. Mas a indugcdo da dieta rica em gordura altera significantemente o
percentual de gordura dos animais esplenectomizados em relagdo aos animais sham
(figura 8).

Estudos demonstram que o acumulo de gordura visceral, caracterizada pela
deposicao predominante de tecido adiposo na regido do abddémen, além de representar
maior fator de risco para doengas cardiovasculares, também esta envolvida no
desenvolvimento da sindrome metabdlica e alteragcbes nos niveis plasmaticos de
lipidios e glicose (EMPANA, 2004; BERGMAN, 2007).

Antecedente a eutandsia dos animais houve punc¢do do sangue via artéria retrorbital
para a coleta de soro e identificacdo das possiveis mudancas séricas dos niveis de
triglicérides.

Ao avaliarmos os niveis de triglicérides no soro dos animais (figura 11),

identificamos uma alteracdo significante das taxas de TG em animais



57

esplenectomizados tratados com DC, ressaltando ainda que o nivel de TG destes
animais nao diferiu dos niveis de TG do grupo Sham operado e tratado com DH.
Quando voltamos a atencao aos camundongos esplenectomizados tratados com DH,
constatamos que tal tratamento modificou significantemente as taxas de TG sérico.

ASAI et al, em 1990, observaram aumento de TG, de colesterol total e da fracao
HDL em coelhos esplenectomizados sob condi¢cdes dietéticas normais, porém nao
foram encontradas diferencas na fragdo LDL. Corroborando, PAULO et al, em 2005,
descreveram que a esplenectomia induz uma elevagao dos niveis de TG, de colesterol
total e das fragbes HDL, LDL e VLDL em ratos. E PETROIANU et al, em 2006,
verificaram que apds a esplenectomia em ratos os niveis de colesterol total e da fragéo
LDL elevam-se, enquanto que a fragdo HDL diminui. Corroborando com as evidéncias
da literatura encontramos diferengas nos niveis de TG em animais esplenectomizados
em DC, além de verificar-mos tal fenbmeno quando a esplenectomia foi assossiada a
DH.

Caliguri et al (2002), encontraram alteracdes nos niveis de colesterol em
camundongos esplenectomizados. Segundo esses autores o baco influencia no
metabolismo lipidico por meio de linfécitos B capazes de produzir anticorpos anti-LDL-
colesterol. Esse complexo antigeno-anticorpo seria retirado da circulacdo por
macroéfagos teciduais, incluindo os esplénicos. O baco participaria ndo apenas da
depuracdo dos imunocomplexos, mas também da producédo de anticorpos anti-LDL-
colesterol, por conter a maior parte dos linfécitos B de meméria e por ser o principal
local de apresentacao antigénica e produgao de anticorpos.

Caliguri et al (2002) mostraram também que a imunidade, principalmente aquela
mediada pelos linfécitos, exerce um efeito protetor na progressdo da aterosclerose.
Estudos em animais verificaram que apds a completa remogao esplénica, 0s niveis
séricos de triglicerideos podem se elevar e que procedimentos cirargicos de
conservagdo do bago poderiam evitar essa alteragdo, mas ainda ndo evidéncias
conclusivas do mecanismo que liga a esplenectomia ao aumento dos niveis de
triglicérides (PETROYANU, 2006).

As dislipidemias caracterizadam-se por uma série de anormalidades nas varias
fases do metabolismo lipidico. A nado supressédo pds-prandial insulino-mediada de
AGNEs aumenta o fluxo dos mesmos ao figado, causando ndo s6 maior sintese e

secrecao de VLDL ricas em TG com maior secrecao de apoB. A resisténcia a acao da
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insulina quanto a supressao de AGNEs se acompanha de menor captacao de glicose e
hiperinsulinemia que se correlacionam significativamente com os niveis de TG (LAWS,
1994; JEPPESEN, 1995).

O acumulo de gordura visceral promove um aumento de Aacidos graxos,
triglicérides e colesterol circulantes; de citocinas inflamatérias, como interleucina - 1,
proteina C reativa e fator de necrose tumoral - a; e de glicose plasmatica, promovendo
hiperglicemia e hiperinsulinemia. Além disso, pode levar a diminuicdo de adiponectina,
responsavel pela protecdo das paredes arteriais e HDL, uma lipoproteina de alta
densidade envolvida na manutencdo da luz vascular. Essa cascata pode levar ao
desenvolvimento da aterosclerose e outras doengas cardiovasculares, além da
resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo Il (CATERSON, 2004).

Em roedores, a indugdo de DH leva a resisténcia a insulina principalmente pelo
aumento de do tecido adiposo visceral e diminuicdo da expressao de transportadores
de glicose do tipo 4 (GLUT4).

Varios fatores secretados pelo tecido adiposo influenciam a sensibilidade a
insulina, entre eles esta o TNF-a (ARNER, 2003). Ele age inibindo a sinalizacao da
insulina em tirosina quinase e assim influencia a homeostase de glicose e o
metabolismo lipidico, contribuindo para o nivel elevado de triglicérides na obesidade
(LANGIN, 2006). A auséncia de TNFa resulta em significativo aumento da sensibilidade
a insulina na obesidade induzida por DH. Ratos obesos deficientes de TNF-a tém baixo
nivel de AGNEs circulantes, e sdo hipersensiveis a insulina no muasculo e no tecido
adiposo (UYSAL, 1997). O bago é um importante depurador de bactérias devido a sua
funcao fagocitaria e sua falta em animais esplenectomizados torna o figado um érgao
responsavel para realizar o clearance de lipopolissacarideos (FELEDER, 2003). Ao
assumir tal funcado as células de Kupffer no figado produzem citocinas inflamatérias
como TNFa e IL-1B, IL-6. A IL-6, que podem exercer um efeito inibitorio na sinalizagéo
da insulina, transporte de glicose (ROTTER, 2003; FELEDER, 2003), reforcando a
idéia de que fatores inflamatérios estdo envolvidos na sindrome metabdlica e
obesidade e que a esplenectomia pode contribuir no quadro inflamatério (SHOELSOM,
2006). Mas ainda € necessaria uma investigacdo dos niveis séricos de citocinas
inflamatorias.

A acéao exclusiva do TNF-a no tecido adiposo inibe a acdo da insulina neste local

e leva a uma reducéo da adiposidade (XU, 2002). Em pessoas obesas ou com diabetes
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tipo Il os niveis séricos de TNFa estdo altos e relacionados com niveis aumentados de
insulina plasmatica e a reducao da sensibilidade a insulina. Em humanos a perda de
peso diminui o TNFa e aumenta a sensibilidade a insulina (SETHI,1999). Dada as
alteracdes nos niveis de trigliceridios e havendo indicios na literatura sobre o quadro
inflamatorio apds a esplenectomia, justificou-se a investigacéo do estado glicémico.

Verificamos entdo a capacidade de tolerancia a glicose. Foi evidenciada igual
tolerancia a sobrecarga glicidica nos grupos de camundongos, observada pela area
abaixo da curva glicémica dos animais em experimento. E logo se constatou que a
ablacdo lienal nao alterou a captacao periférica de glicose, assim como também nao
houve diferenca estatistica deste quadro com a inducéo da DH (figura 12 A e B).

A intolerancia a glicose € um quadro que se instala posteriormente ao fenbmeno
de resisténcia a insulina, justo que o agravamento desta leva a menor captagdo de
glicose nas células (YAMAUCHI, 2002). Ao realizarmos o teste de resisténcia a
insulina, observamos que o tratamento com DH n&o tornou os animais resistentes a
insulina (figura 13), mesmo o0s camundongos esplenectomizados possuindo niveis
sericos de TG muito maiores (figura 11).

PETROIANU (2006), mostrou que em humanos ndo ha mudanca da glicemia
basal (jejum) da maioria dos esplenectomizados e quando ha é decorrente do estresse
pés-cirurgico, podendo tornar o individuo diabético, mas nao encontramos estudos que
realizassem testes de inducdo de carga glicémica ou insulinica com verificacdo da
captacao de glicose temporal em esplenectomizados. A sensibilidade a insulina
mantida nos animais em DH deve estar ligada a outros fatores endocrinos, como uma
maior liberagdo de insulina. Assim realizamos a verificagdo da insulinemia por
dosagens séricas de insulina basal aferida por ELISA, no qual os esplenectomizados
em DH apresentaram uma maior concentragdo de insulina sérica, tornando condizente
tal hipotese (figura 14).

No entanto, ainda é necessaria a realizagdo de testes, logo que né&o houve
diferenca de hiperinsulinemia nos animais sham em DH, apenas uma tendéncia.

Os inumeros processos metabdlicos relacionados aos carboidratos, lipidios e
proteinas sdo sediados por mediadores hormonais como a insulina, cortisol, adrenalina,
leptina entre outros.

Animais nocautes para o receptor de insulina no tecido adiposo tém menos

gordura corporea, perdem a relacdo entre massa corpérea e leptina, sdo protegidos
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contra obesidade relacionada a idade, e também contra a intolerancia a glicose
(BLUHER, 2002).

Sabe-se que a insulina atua na modulacdo da producao e secrecao de leptina
pelos adipécitos e que em nivel central, é anorexigena e induz aumento do tonus
simpatico, secretando assim mais adrenalina, levando a uma maior taxa de lipdlise que
eleva as taxas de VLDL rica em TG (LEVY, 2001).

A primeira evidéncia da existéncia de uma cross-talk entre as vias de sinalizagdo
da leptina e da insulina surgiu quando se observou que o tratamento periférico com
leptina era capaz de melhorar o quadro de hiperglicemia do camundongo ob/ob,
independentemente da reducéo do peso (SIVITZ et al. 1997).

As funcdes da insulina ndo podem entdo, serem analisadas de forma isolada,
particularmente no que se refere ao metabolismo lipidico, onde a interacdo com a
leptina é essencial. Na lipodistrofia, por exemplo, a destruicdo dos adipdcitos causa
uma baixa nos niveis de leptina com o surgimento de um quadro metabdlico
caracterizado por resisténcia a insulina, elevacdo de TG e diabetes melito tipo Il
(SIVITZ et al. 1997).

E importante ressaltar que a massa corpérea é regulada por diversos sistemas,
como o sistema nervoso central e autbnomo, e o sistema endocrino (CLEMENTE e
FERRE, 2003). Tais sistemas sado capazes de receber informacdes dos tecidos
periféricos que medeiam o metabolismo e a ingestao alimentar (CLEMENTE e FERRE,
2003). Logo entao, tornou-se importante a investigacdo de fatores humorais como a
leptina, para salientar as questdes inerentes ao ganho de massa adiposa, logo que se
trata de um tecido com grande expressdo do hormoénio supracitado. Além de que o
desafio aos animais com a DH surtiu efeito quanto ao acumulo de tecido adiposo
visceral.

Tais evidéncias relatadas na literatura fizeram com que a verificagdo dos niveis
séricos de leptina fossem mensurados, j4 que ndo ha dados na literatura que revelem
os niveis de leptina em esplenectomizados.

No atual estudo os animais esplenectomizados em DC apresentaram maior
quantidade de leptina sérica, significante sob analise de variancia (figura 15). E com os
esplenectomizados em DH evidenciou-se notavel diferenga na leptinemia (figura 15).

Entao foi clara a necessidade de uma investigacao dos aspectos relacionados a

esplenectomia atuando na génese da hiperleptinemia e hiperinsulinemia.
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O rim é o maior centro de catabolismo da leptina, sendo responsavel por mais de
80% da remocao da leptina em humanos. Mas a leptina circula ligada a proteinas
transportadoras e tem sido relatada alta correlacdo entre leptina na forma livre e
obesidade em humanos, isto pode ocorrer por hiperleptinemia, que induz a resisténcia
a leptina ou deficiéncia no transporte ou ligacdo com o transportador pela barreira
hematoencefalica, o baco por se tratar de um érgao responsavel pela depuracao de
varios complexos, talvez seja também centro de depuragéo de leptina, o que tornariam
maiores 0s niveis séricos de leptina ap6s a esplenectomia.

Estudos como o de El-Sukkari (2006) mostram que o bago possui grande
concentracao de cisteino-proteases que atuam na degradagdo de varios peptideos e
investigacdes em torno de proteinas lisossomais do bago seriam importantes.

A expressao do RNAm da leptina em humanos e roedores e o nivel de leptina no
sangue sao correlacionados com o grau de adiposidade. Os estudos indicam que a
insulina tem um papel importante na regulagédo da expressao da leptina in vivo e in
vitro. Levando em consideracdo que o0s animais esplenectomizados em DH
apresentaram hiperinsulinemia € interessante apontar que a insulina aumenta a
expressao do RNAm da leptina, enquanto a leptina reduz a secrecédo de insulina no
pancreas e a sua habilidade de regular a utilizacdo da glicose. Isto estabelece um
mecanismo de retroalimentacao negativa entre a insulina e a leptina (HOUSEKNECHT
et al., 2000).

As diversas alteracdes observadas nas situagdes em que ha deficiéncia de leptina
e as anormalidades metabdlicas presentes nos portadores de lipodistrofia, resisténcia a
insulina, hipertrigliceridemia e a esteatose hepatica estimularam o estudo de Oral et al.,
(2009) que administraram leptina recombinante em portadores de lipodistrofia e
obsevaram uma melhora no controle glicémico e uma diminuicdo nos niveis
plasmaticos de triglicérides e concluiram que varias alteragbes verificadas na
lipodistrofia séo secundarias a deficiéncia de leptina.

Animais esplenectomizados em DH apresentaram resultados ndo significantes
para o teste de tolerancia a glicose, mesmo com niveis alterados de triglicérides e nao
apresentaram resisténcia a insulina, talvez por manterem altos niveis de leptina
circulante, protegendo-os da resisténcia a insulina ou apenas os altos niveis de insulina

estariam compensando a captacao de glicose.
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A leptina promove estimulo para a lipélise e inibicao da lipogénese, é considerada
mecanismo de protecdo contra adipotoxicidade provocada pelo excesso de TG no
citosol em células que ndo sao adipocitos e, portanto, ndo estdo preparadas para
conter uma grande quantidade de lipidios em seu interior (KELLEY, GOODPASTER,
2001). Assim o nivel aumentado de TG em animais esplenectomizados pode estar
relacionado com 0s maiores niveis de leptina.

Como ja mencionado os niveis de leptina sdo proporcionais a massa de
adipdcitos, o que corrobora com os dados encontrados em nosso estudo, pois 0s
animais esplenectomizados em DH apresentam maior pecentual de gordura
correlacionado com maiores niveis de leptina. Niveis baixos de leptina induzem a
ativagdo dos mecanismos de adaptagao ao jejum. Individuos com deficiéncia de leptina
por mutagbes no seu gene sao obesos morbidos, mostrando resisténcia a insulina e
hipogonadismo (TELLES-CORREIA, 2008 ).

A propria leptina é fator fundamental para génese da obesidade ou altera¢des nos
mecanismos relacionados a agao central da leptina, fazendo com que ela ndo tenha o
efeito esperado. Esta condicdo poderia iniciar com o aumento da concentracdo da
leptina sérica, o que é possivel de observar em individuos obesos. Desta forma o
aumento progressivo das concentracdes de leptina no sangue levaria também a um
aumento da resisténcia a leptina ou diminuicdo da sensibilidade. Haja visto que casos
de obesidade ligados a falta da leptina s&o raros em humanos (HOFBAUER, 2002).
Observamos que os animais esplenectomizados em DH apresentaram altos niveis de
leptina sérica, um hormdnio anorexigeno, porém nao obtiveram diferengca de massa
corporal e nem diferanca de consumo de racao (figura 4 e 5). Gerando hipéteses
relacionadas a resisténcia a leptina.

A mudancga no grau de eficiéncia da leptina poderia ser explicada por algumas
hip6teses. Uma capacidade saturavel de transporte pela barreira hematoencefdlica,
aos locais que possuem receptores de leptina (OB-R) no hipotalamo. Halaas et al
(1995), verificaram que a resposta a infusbes de leptina diretamente no sistema
nervoso central (intracerebroventricular) é mais eficaz que as infusdes periféricas
(subcutanea), talvez pela incapacidade da leptina transpor a barreira hematoencefalica
de modo proporcional ao seu aumento na corrente sanguinea.

Outra hipbtese seria por retroalimentacdo negativa entre a concentracdo de

leptina plasmatica e o numero ou atividade dos receptores OB-R. Desta forma, existe
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possibilidade que a proteina SOCS-3(supressor do sinal de citocina 3 ou suppressor of
cytokine signalling-3), tenha a sua expressao aumentada pela ativacao dos receptores
de citocinas, como € o caso do OB-R, que pertence a super familia dos receptores de
citocinas. O SOCS-3 interage com o OB-R diminuindo sua atividade.

Quanto maior a ativacao do receptor OB-R, maior serd ativacdo de SOCS-3, que
por sua vez, inibe o OB-R exigindo a necessidade de mais leptina para provocar a
mesma ativagao de outrora. Este quadro pode se tornar um ciclo vicioso em que, com 0
passar do tempo, cada vez mais leptina é necessaria para provocar a mesma ativagao
dos seus receptores, aumentando o patamar (set-poinf) em que o peso se estabelece
(GOOQOD, 2000).

E possivel que a interferéncia entre as reagdes pés-ativagdo do OB-R com outras
substancias seja responséavel pelo quadro que se convencionou chamar de resisténcia
a leptina (GOOD, 2000). Muitas reagdes na cascata de ativagédo intracelular da leptina
com o seu receptor também ocorrem na ativacdo de outros receptores (citocinas,
insulina, entre outros) (SWEENEY, 2002). Além disso, a expressdo de proteinas que
sdo influenciadas pela ativacdo do OB-R, como o neuropeptideo Y (NPY), cuja sintese
¢ inibida pela leptina, pode ser um local de resisténcia a leptina. A infusdo crénica de
leptina no hipotalamo de ratos provoca acentuada reducao na quantidade de RNAm do
NPY nos primeiros dias. Porém com o prolongamento da infusdo, ha tendéncia da
expressao génica do NPY voltar aos valores normais, a despeito da alta concentragao
de leptina no SNC (SAHU, 2002).

Friedman et al, (2003) estudaram a atividade da leptina sérica em individuos
obesos e magros e nao constataram nenhuma diferenga. Esses pesquisadores
sugeriam que houvesse alguma alteragao na atividade sérica, ela seria decorrente de
proteinas ligadoras a leptina ou ao OB-R, antagonistas ou proprias mutagcées na
molécula de leptina ou OB-R, que embora ndo impedissem a analise quantitativa
dessas substancias por radioimunoensaio, Elisa ou Western Blot, poderia interferir em
sua atividade normal, que provavelmente, estaria diminuida em obesos (FRIEDMAN et
al. 2003).

Outra possibilidade decorre sobre a possibilidade que Kastin e Akerstrom, (2001)
verificaram, onde a barreira hematoencefélica altera a capacidade de transporte de
leptina conforme a ingestao de nutrientes, concentragdo plasmatica de insulina e o

jejum prévio.
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Um estudo mostrou que o aumento dos niveis de trigliceridios no plasma, induz
uma deficiéncia na permeabilidade da barreira hematoencefalica a leptina (BANKS,
2004), lembrando que os animais esplenectomizados em DH apresentaram maiores
taxas lipémicas em relacdo aos demais grupos.

Em nosso estudo utilizamos um fibrato hipolipemiante, o genfibrozila, para averiguar se
com a diminuicdo dos niveis de TG haveria mudangas no consumo € na massa
corporal.

Com a administracdo de genfibrozila aos animais em dieta hiperlipidica,
verificamos diminuicdo significante dos niveis de TG (figura 20) e diminuicao
significante na ingestdo alimentar que pode ser visto na figura 18. Esse fato explicaria
uma taxa aumentada de leptina circulante ndo foi capaz de alterar o consumo dos
animais esplenectomizados, porém a massa corporal ndo diminuiu significantemente
(figura 17).

Mas a administracdo de genfibrozila foi induzida em um periodo curto de uma
semana. O camundongo ob/ob, que apresenta uma anomalia na molécula de leptina e
que impede sua adequada fungcdo. Em decorréncia do efeito estrutural, o camundongo
apresenta quadro hiperfagico e desenvolve obesidade e ainda uma série de outras
anomalias como hipotermia e distarbios neuro-endocrinos, hiperinsulinemia,
hiperglicemia e dislipidemias.

As taxas de TG de animais ob/ob esplenectomizados em DC apresentaram-se
diferentes (maiores) as taxas do sham ob/ob em DC (figura 21), e na figura 11
verificamos que os animais ob/ob esplenectomizados em DH tém sua trigliceridemia
alta mas é normalizada com a administracdo de genfibrozila (figura 22). Mas o seu
consumo alimentar ndo obteve alteracdo com administracdo de genfibrozila, o que
podemos observar na figura 19. Tais informagdes nos levam a concordancia de que o
excesso de TG sanguineo pode interferir diretamente na acao anorexigena da leptina,
assim como os resultados apresentados por Banks (2004), além do baco poder atuar
na degradacgao de leptina a possibilidade de maior produgédo de leptina também é um
fator a ser considerado, pois sua expressao é estimulada por algumas citocinas como
TNF-a e IL-1. Animais esplenectomizados expressam IL-1 e TNF-a no tecido hepatico
(FELEDER, 2003), levando a um estado febril e talvez estimulando a producéo de
leptina.
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A leptina reverte alteracées imunolédgicas da desnutricdo em camundongos e faz
diminuir as concentracbes de TNF-a, cujo aumento decorreu pelo desafio da
administracdo de lipopolissacarideo, elevando a sobrevivéncia dos camundongos
(FELEDER, 20083).

O TNF-a atua interferindo na fosforilagdo em tirosina do IRS-1, interrompendo a
progressao da cascata enzimatica intracelular. O TNF-a, assim como a IL-13 € a IL6
causam interferéncias na sinalizagdo celular. Hipotéticamente a leptina poderia estar
aumentada também como uma contraregulacao de citocinas inflamatérias como TNF-a
(DANDONNA, 2004).

As possiveis interagdes da leptina com a atividade mitocondrial ja ha muito tempo
foram cogitadas, dada a observacao de que a elevagédo nos niveis de leptina, além de
diminuir o apetite causavam um aumento no gasto energético, e a baixa nos seus
niveis causavam queda no gasto energético e aumento de apetite.

Diante de alguns dados encontrados na literatura, buscamos identificar a
temperatura corporal dos animais. Em muitos casos o aumento de temperatura
corporal de pessoas esplenectomizadas pode perdurar por muitos meses, sem nenhum
quadro séptico (PETROIANU, 2006). Em porcos da india a esplenectomia causa
aumento de temperatura corporal até um estagio febril prolongado, principalmente
quando desafiados com infusdo de lipopolissacarideos (LPS), enquanto animais com o
baco integro apresentam um pico febril bem mais curto (FELEDER, 2003). Foi avaliado
nos animais, possiveis infeccdes antes da cirurgia e a temperatura para certificar que
0S grupos eram homogéneos.

Um més apéds a cirurgia, somado a um més de dieta verificamos a temperatura
dos grupos. Os grupos esplenectomizados em DC e em DH apresentaram
temperaturas significativamente maiores que seus controles, mas ndo chegaram a um
estado considerado febril (38,5°) (figura 24 e 25 respectivamente), dados que condizem
com resultados de Feleder (2005).

Acreditamos que a leptina tenha fungdo importante no papel da temperatura
corporal de animais esplenectomizados.

A acado termogénica da leptina foi estudada por Zhou et al(1997), onde as
alteragdes no metabolismo mitocondrial permitem que a leptina estimule o metabolismo
lipidico em varios tecidos. Outros autores pesquisaram o efeito da leptina sobre a

expressao de genes que codificam as enzimas envolvidas na oxidagao e esterificagao
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dos acidos graxos e de um gene envolvido na termogénese. Uma vez que a leptina é
secretada pelas células do tecido adiposo, ela pode agir centralmente ou na periferia
(KAKUMA, 2000).

Nos tecidos periféricos, tem-se estudado a capacidade da leptina em atuar per se
na taxa metabdlica basal, por meio do estimulo da atividade das proteinas
desacopladoras 1, 2, 3 (uncoupling proteins, UCP-1, UCP-2, UCP-3) cuja fungao é de
dissipar o potencial eletroquimico do espago intermembranas da mitocéndria, gerado
pela cadeia de transporte de eletrons, resultando em perda de energia na forma de
calor, e ndo pelo aproveitamento da energia derivada do alimento na ressintese de
ATP (GULLICKSEN et al., 2002).

Observou-se em tais estudos uma elevagdo da atividade enzimaticas de duas
enzimas chaves que participam da oxidacao de AGNEs. Ficou demonstrado ainda que
o efeito sobre a termogénese antes atribuido apenas ao tecido adiposo marrom, por
meio da UCP-1. Efeito que se estende pela maior atividade de UCP-2 a varios outros
tecidos em que ha expressao do receptor de leptina Ob-R (GULLICKSEN et al., 2002).

Commins et al.(2001) observaram que no camundongo ob/ob, o fornecimento de
leptina reduziu o peso corporal e produziu uma elevacao de 4 a 5 vezes nos niveis de
RNAm de UCP-1. Tanto no tecido adiposo marrom interescapular quanto no tecido
adiposo branco peritoneal o aumento do RNAm de UCP-1 foi acompanhado de
aumento comparavel de proteinas UCP-1 nas mitocondrias. Estes autores
demonstraram que a infusdo de leptina estimula a utilizagdo de energia no
camundongo ob/ob por meio do aumento da termogénese. E possivel que a leptina
eleve a expressao de UCP-1 por meio do aumento da atividade simpatica, posto que a
noradrenalina ativa diretamente a UCP-1 por meio do receptor B3-adrenérgico e,
simultaneamente aumenta a capacidade termogénica pela ativagdo da trancricao do
gene da UCP-1.

Em cordeiros, aproducao de calor a partir do tecido adiposo marrom pode estar
regulada por mudangas na secrecao de leptina ap6s o nascimento (STEPHENSON et
al. 2001). As elevadas concentracdes de leptina no leite nos estagios iniciais da
lactacao podem prover um mecanismo para a termorregulacdo, saciedade e controle
endécrino da homeostasia do neonato (MCFADIN et al., 2002). A administracao de
leptina em cordeiros recém nascidos aumenta a temperatura retal e aumenta a

velocidade de desaparecimento do tecido adiposo marrom (MOSTYN et al., 2001).
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Masaki et al (2003) efetuaram estudo para esclarecer as alteracdes relativas as
baixas temperaturas observadas em camundongos obesos, por meio da avaliacao da
atividade das proteinas desacopladoras. Os autores demonstraram que as respostas
das UCPs a exposicao ao frio, que sao reguladas pela inervacao simpatica, estavam
impedidas nos camundongos obesos.

Nés utilizamos os animais ob/ob como um controle negativo da acao da leptina,
para verificar a associagdo do horménio com o aumento da temperatura corporal de
esplenectomizados e observamos que a temperatura corporal de animais ob/ob sham
operados e esplenectomizados nédo diferiram (figura 25). Desta forma concluimos que a
leptina é uma adipocina importante para indugdo da hipertermia em animais
esplenectomizados, além das citocinas pirogénicas como o TNF-a e IL-1[3 entre outras.

A leptina também atua em grande variedade de tecidos com possiveis efeitos na
hematopoiese, no sistema imunolégico, no endotélio de vasos sanguineos, na
recuperacao de lesdes, na formagédo éssea, na homeostase da presséo arterial e na
atividade lipolitica (FRUHBECK, 2002). A esplenectomia induz alteragées importantes
do ponto de vista metabdlico, com mudancas na producado de horménios que podem
reger o metabolismo lipidico e glicémico, mas é pertinente que ainda haja um esforco

para a determinacao especifica das causas e efeitos da ablacao lienal.
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6. CONCLUSOES

A esplenectomia nado foi capaz de gerar diferenga no ganho de massa corporal,
consumo de racdo e densidade mineral 6ssea independente da dieta. Mas com a
inducdo de DH observamos a modificagdo no percentual de gordura dos
esplenectomizados.

Os camundongos esplenectomizados apresentaram mudangas nos niveis séricos
de triglicerideos com e sem a inducao de dieta rica em gordura.

Nao houve interferéncia na captagdo de glicose e resisténcia a insulina quando
comparamos 0s animais sham e esplenectomizados com e sem a dieta hiperlipidica.

Foi observado que o0s niveis circulantes de insulina nos animais
esplenectomizados em dieta controle ndo sofreram mudancas na concentracdo de
insulina, porém quando os camundongos esplenectomizados foram submetidos a dieta
hiperlipidica os niveis de insulina aumentaram.

N&o houveram mudangas no consumo alimentar e na massa corporal dos animais
com os niveis aumentados de leptina, possivelmente por uma resisténcia a leptina
gerada pelo nivel de TG alterado nos animais esplenectomizados. Logo que a agao de
um hipolipemiante fez com que reduzissem o consumo alimentar de forma significante.

A temperatura corporal dos esplenectomizados demonstrou-se diferente,
independente da dieta, possivelmente relacionado a acao da leptina, pois os animais
ob/ob esplenectomizados e sham operados mostraram-se iguais quanto a temperatura.
Mas novos estudos deverao ser realizados sob um foco molecular para elucidar as

origens das modificacdes fisiol6gicas encontradas apés a esplenectomia.
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Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

