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RESUMO

Resumo

A esplenectomia resulta em maior risco de sepse. Todavia, seus efeitos na resposta imune e
inflamatdria contra bactérias permanecem obscuros. Neste estudo, a capacidade de animais
submetidos a transplante autdlogo de bagco em responder a infeccdo por Staphylococcus aureus foi
investigada. Camundongos BALB/c foram distribuidos em trés grupos: grupo esplenectomizado e
autotransplantado no retroperiténio (AT), grupo esplenectomizado (SP) e grupo controle operado e
ndo esplenectomizado (CT). Trinta dias ap0s a cirurgia, os camundongos foram infectados pela via
endovenosa com 5x10° UFC de S. aureus e apés seis dias de infeccdo, amostras do plasma, soro,
baco, figado e pulmdes foram coletadas. A contagem do numero de unidades formadoras de
colénia (UFC) no figado e nos pulm@es mostrou que os camundongos do grupo SP apresentaram
maior numero de bactérias em ambos 0s 6rgdos quando comparado com os grupos CT e AT
(P<0,05). Nossos resultados mostraram também uma maior area de infiltrado inflamat6rio nos
pulmdes dos camundongos dos grupos AT e SP, com menor area de infiltrado inflamatério nos
pulmdes dos camundongos do grupo CT (P<0,05). Foram detectadas diferencas na proporcao de
marcadores celulares entre os grupos AT e SP, havendo maior detecgdo de células CD25" e de
células CD40" no grupo SP, e maior freqiiéncia de células CD19" no grupo AT. Estas diferencas
podem estar associadas com a maior resposta inflamatoria nos pulmdes dos camundongos do
grupo SP e maior influxo de células B nos pulmdes dos camundongos do grupo AT. A analise por
citometria de fluxo e a avaliacdo da atividade de MPO e NAG corroboraram com esta hipotese, ja
que indicaram maior influxo de neutréfilos e macrofagos para os pulmdes dos camundongos do
grupo SP quando comparado com os grupos CT e AT, e maior porcentagem de células B nos
pulmdes dos camundongos do grupo AT quando comparado com o0s grupos CT e SP. As respostas

no figado e no baco foram similares nos grupos CT e AT, com maior nimero de granulomas e
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RESUMO

maior porcentagem de neutréfilos no figado dos camundongos destes grupos quando comparado
aos camundongos do grupo SP. As porcentagens de células B, células T, macrofagos e neutréfilos
ndo foram diferentes no baco de camundongos dos grupos CT e AT. Estes dados sugerem que 0
desenvolvimento da resposta imune no baco pode, em parte, influenciar na resposta frente a S.
aureus no figado, favorecendo o controle da infeccdo neste 6rgdo. O perfil de producdo de
citocinas, 6xido nitrico e anticorpos anti-S. aureus nos camundongos do grupo SP sugere auséncia
de resposta imune protetora, com baixa producdo de IFN-y, IL-1a,, NO e anticorpos das classes
IgM e IgG1 e alta producdo de IL-10 associada a baixa producdo de TNF-a, nos pulmdes.
Tomados em conjunto, estes dados fornecem evidéncias de que esplenectomia reduz a capacidade
de controle da infecgdo por S. aureus, alterando o perfil de moléculas imunorreguladoras e efetoras
na corrente sanguinea, nos pulmdes e no figado. Estas alteracdes na resposta imune humoral e

celular sdo, em parte, revertidas com a realizacdo do transplante autégeno de baco.
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ABSTRACT

Abstract

Splenectomy results in greater risk of sepsis. However, its effects on the immune response
and in the resistance to bacterial infections are still not well known. In this work, the capacity of
mice subjected to splenectomy and autogenous transplant of the spleen for controlling
Staphylococcus aureus infection was investigated. Parameters of cellular and humoral immune
response connected with resistance to the infection, such as the influx of inflammatory cells to
infection sites, the production of cytokines and of nitric oxide (NO), as well as the serum levels of
specific antibodies were evaluated. BALB/c mice were divided into three groups: a
splenectomized group (SP), a group splenectomized and autotransplanted in the retroperitoneum
(AT), and a control group operated and not splenectomized (CT). Thirty days after the surgery, the
mice were intravenously infected with 5x10° colony forming units (CFU) of S. aureus. Six days
after the infection, samples of the plasma, serum, spleen, liver and lungs were collected. Animals
of the SP group presented a higher number of bacteria in the liver and in the lungs when compared
with the CT and AT groups (p < 0.05). Mice of the AT and SP groups presented a larger area of
inflammation in the lungs in comparison to the CT group (p < 0.05), having higher detection of
CD25" cells and of CD40" cells in the SP group, and greater frequency of cells CD19" in the AT
group. The analysis by flow cytometry and the evaluation of the activities of mieloperoxidase and
N-acetilglicosaminidase confirmed the incident of greater influx of neutrophils and macrophages
to the lungs of the mice in the SP group when compared with the CT and AT groups, and higher
percentage of B cells in the lungs of mice from the AT group when compared with the CT and SP
groups. The responses in the liver and in the spleen were similar in the CT and AT groups, with
larger number of granulomas and higher percentage of neutrophils in the CT and AT mice in

comparison to the SP group. The percentages of B cells (CD19"), T cells (CD3"), macrophages
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(CD4", CD40" and CD3") and neutrophils (CD11b" and CD69") were similar in the spleens of
mice from the CT and AT groups. These data suggest that the development of the immune
response in the spleen can, in part, influence the response to S. aureus in the liver, favoring
infection control in this organ. The profile of the production of cytokines, NO and anti-S. aureus
antibodies in the mice of the SP group suggests an alteration of the immune response after the
infection. The lungs of these animals showed low production of IFN-y, TNF-o and NO associated
with high production of IL-10. The liver showed high production of TNF-a and low production of
IFN-y, IL-1a0 and NO. The plasma showed low levels of IFN-y and IL-1a and high levels of
TNF-a and IL-10 and the serum showed reduced levels of specific antibodies of the classes IgM
and 1gG1. Together, these data supply evidence that splenectomy reduces the capacity of control of
the infection for S. aureus, altering the profile of immunoregulatory molecules and effector
molecules in the blood stream, in the lungs and in the liver. These alterations in the humoral and
cellular immune response are, in part, reversed with the performance of the autogenous spleen

transplant.
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INTRODUGCAO

1.1. O Baco - Historia

Diversos povos da Antigiidade designaram atribui¢cbes ao baco, as quais a ciéncia tem
comprovado atualmente. O mais antigo documento relativo ao assunto € proveniente da China,
onde o baco era considerado pela medicina tradicional como um dos quatro 6rgdos do corpo
relacionados com a defesa do organismo, o fornecimento de energia para 0s outros 6rgdos e a
digestdo. A energia é representada pelas hemécias que o bacgo libera na circulacdo em situacGes
que requeiram um esforco sisttmico. Com relacdo a digestdo, o baco, além da digestdo
microscopica, que é exercida pelos macréfagos esplénicos, é precursor de grande parte das funcdes
hepatocitarias, como a formacéo de bilirrubina indireta. Porém, a funcdo que mais chama a atencao
para esse 0rgao € a defesa do organismo (Petroianu et al., 2003).

Na cultura hebraica, o Midrash — livro da tradicdo histdrica — inclui o baco entre os 10
6rgdos que contém a alma. Isto se deve a assertiva proveniente do Zohar, famoso livro do
misticismo hebraico, segundo a qual “o bago produz o riso ¢ a alegria”. Outra fungdo do bago é
citada no Talmud, onde esta escrito que teria o papel de moinho, responsavel por triturar as
impurezas do sangue (Rosner, 1972; McClusky et al., 1999). A primeira indicacdo de
esplenectomia também pertence a histéria hebraica. Apds a morte do rei David, Adoniah tentou
usurpar o trono de Salomé&o. Para isso, conforme esta relatado no Talmud, retirou o bagco de 50
soldados de sua tropa a fim de que corressem com maior velocidade (Rosner, 1972).

A alegria tdo proclamada como um atributo do bago poderia ser intermediada pela saude e
bem-estar, que sobreviriam decorrentes da depuracdo do sangue de substancias nocivas ao
organismo. No contexto histérico daquela época, a maléria e a esquistossomose mansdnica eram
doencas endémicas em todo o Oriente Médio, assim, é pertinente presumir que a esplenomegalia,

muito comum nessas moléstias, provocasse anemia por armazenamento aumentado do sangue. Se
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esplenectomia tivesse sido realizada, ela poderia ter aumentado o desempenho dos guerreiros. Na
era moderna, este efeito da esplenectomia no desempenho atlético foi comprovado cientificamente.
Em 1922, ratos esplenectomizados apresentaram maior velocidade e resisténcia em corridas,
quando comparados com ratos que possuiam baco intacto (McClusky et al., 1999; Wilkins, 2002;
Petroianu et al., 2003).

Erasistratus (310-250 a.c.) e Aristoteles (384-322 a.c.) consideravam o baco um 6rgéo
equivalente ao figado, quanto a simetria. Isto pode parecer surpreendente nos dias atuais, ja que a
distingdo entre os dois Orgdos com relacdo ao tamanho é evidente. Todavia, vale lembrar
novamente da prevaléncia da malaria no Oriente Médio no tempo de Erasistratus. Um tamanho
considerado normal para o bago naquela época seria caracterizado como tipico de esplenomegalia,
na atualidade. Por fim, Erasistratus concluiu que o ba¢o ndo possuia funcdo crucial a vida, um
ponto de vista que prevaleceu por muitos séculos (Gray, 1854; Wilkins, 2002).

A auséncia de algum ducto excretor ou abertura externa conectada ao baco intrigava 0s
primeiros anatomistas. Entdo, Galeno (129-201 d.C.) descreveu estruturas comunicantes entre o
baco e o estbmago. Além de realizar dissec¢cdes em animais, ele teve a oportunidade de observar o
baco humano em cirurgias realizadas em gladiadores romanos. Galeno acreditava que sua
descoberta fornecia a prova de uma ligacdo do bago a digestdo (Gray, 1854; Wilkins, 2002). A
nogdo de que o baco integraria o sistema digestivo dominou o pensamento médico até o século
XVI, quando Vesalius (1543) contestou-a definitivamente (Vesalius, 1543; McClusky et al.,
1999). A despeito da sua portentosa contribuicdo, o anatomista acabou mais repreendido do que
elogiado. Apesar de bem sucedido ao desmontar a teoria de Galeno, foi incapaz de definir,
convenientemente, o papel do bago no organismo (Christo, 2001).

No século XVI1I foram efetuadas notaveis descobertas no campo da anatomia e da fisiologia
humana. Em 1654, Francis Glisson foi o primeiro a descrever a distribuicdo de nervos que supriam

2



INTRODUGCAO

0 baco e o tecido conectivo trabecular que permeava o 6rgao. Marcello Malpighi, fundador da
anatomia microscoépica, interpretou corretamente a natureza do tecido conectivo dessa trabécula
(Crosby, 1983; Gray, 1854; Wilkins, 2002).

Antony van Leeuwenhoek (1708), mais conhecido por sua contribuicdo a criacdo do
microscopio, acrescentou dados importantes ao conhecimento morfologico do baco. J& no século
XIX, a fagocitose de eritrocitos para a remoc¢éo de hemacias senescentes da circulacao foi descrita
pela primeira vez (Von Kolliker, 1854; Crosby, 1983). A ocorréncia da destruicdo de hemaécias no
baco foi contestada por Rudolf Virchow, que acreditava no paradigma de que a morte celular era
sempre um sinal de doenca e ndo poderia, portanto, apresentar-se como um processo fisioldgico
(Virchow, 1852; Crosby, 1983). Em 1847, Tigri identificou a estrutura reticular da polpa vermelha
do baco. Também nesta época, a estrutura anatbmico-microscopica da polpa vermelha esplénica
foi elucidada por Theodore Billroth, que descobriu os capilares sinusoides (Gray, 1854; Wilkins,
2002; Petroianu et al., 2003).

Ludwig Aschoff e Landau (1913) contribuiram com outro grande momento da historia
esplénica ao descreverem o sistema reticuloendotelial, no qual o baco se destaca como um de
seus principais Orgdos constituintes. Mais tarde, este sistema, devido a sua capacidade de
fagocitar diferentes particulas, por meio de mdultiplas células mononucleadas, recebeu também os
nomes de sistema macrofagico e de sistema mononuclear fagocitario (Petroianu et al., 2003).

Os experimentos iniciais documentados de extirpagdo do baco datam do final do seculo
dezessete nos trabalhos de Clarke (1676) e Zambeccari (1680), porém, a primeira cirurgia de
esplenectomia bem sucedida tem sido atribuida a Andriano Zacarello, de Palermo, no ano de 1549,
e a ressecdo seguida de sutura posicionada dentro do parénquima esplénico foi feita pela primeira
vez por Rosetti, em 1590. Durante os 400 anos subseqientes, ndo aconteceram mudancas
significativas no tratamento cirdrgico do trauma esplénico (Morgenstern, 1975, Miko et al., 2001).

3
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Tornou-se senso comum, a partir do século XIX, que a esplenectomia é o método de escolha
recomendavel no caso de trauma esplénico, embora estudos atuais indiqguem que esse
procedimento ndo é isento de complicacdes (Avendano et al., 1997).

Das crbnicas desses mais de 20 séculos de folclore e estudos académicos sobre o baco e
sobre a sua cirurgia, em que mitos, tradi¢bes, eventos historicos e controveérsias cientificas se
misturam, sO restou um consenso universalmente aceito — o bago poderia ser removido sem
aparentes desvantagens para o organismo (Christo, 2001). Uma mudanca na atitude comegou com
a descri¢ao da “infec¢do fulminante pds-esplenectomia” (IFPE) por King e Shumacker Jr, em
1952. Trata-se de uma situacdo clinica grave, sendo 58 vezes mais freqliente nos pacientes
esplenectomizados do que na populacdo em geral, atingindo principalmente as criancas (Morris &
Bullock, 1919; King & Shumacker Jr, 1952). Nesses casos a mortalidade é de 50 a 75%, nos dois
primeiros anos apds a cirurgia, apesar de poder ocorrer até 40 anos mais tarde (Miko, 2001). Por
aproximadamente duas décadas, a IFPE esteve circunscrita a apenas criancas esplenectomizadas
acometidas de desordens hematoldgicas (Horan & Colebatch, 1962). Em 1973, todavia, uma
analise detalhada revelou que o risco era muito mais significativo do que se pensava. Foi
observado que a septicemia fulminante era pertinente tanto a criangas quanto a adultos e que
poderia ocorrer em qualquer tempo, apos a esplenectomia (Singer, 1973).

Porém, nas décadas de 1980 e 1990, poucos trabalhos deram énfase a ocorréncia de
infeccOes fatais em pacientes que sofreram esplenectomia, apesar de diversos casos de IFPE
estarem sendo relatados, ndo apenas em pacientes com doengas hematologicas e malignas como
também em individuos que sofreram esplenectomias apds trauma (Norris et al., 1996; Altamura et

al., 2001).
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1.2. Tipos de Cirurgia

A ideia de que o baco poderia ser segmentado foi discutida primeiramente por Assolant, em
1802. Sua pesquisa foi realizada em cdes, e demonstrou que a ligacdo das por¢des terminais da
artéria esplénica afetava apenas aquelas regiGes irrigadas pelo suprimento de sangue
correspondente, enquanto o restante do bagco permanecia viavel (McClusky et al., 1999). No ano
de 1867, foram publicadas duas operacdes conservadoras do baco: uma na india, onde um baco
lesado por faca foi tratado por B. N. Hyatt; a outra foi conduzida em Paris por Jules Emile Péan,
para tratar um cisto de bago. Os tempos operatorios foram cuidadosamente descritos e
estabeleceram os fundamentos técnicos para a operacdo conservadora do baco (Morgenstern,
1975). Mais tarde, William Mayo publicou trés operacdes conservadoras do baco. Os pacientes
evoluiram bem, permitindo a Mayo preconizar que o baco deveria ser preservado quando possivel
(Mayo, 1910). Finalmente, o marco definitivo da cirurgia conservadora do bago pertence ao
professor Marcelo Barroca Campos Christo (1959). De acordo com esse cirurgido, seguindo a
orientacdo da arquitetura vascular proveniente do pediculo esplénico, qualquer segmento do bacgo
pode ser ressecado, preservando o restante do orgao (Christo, 1962; Petroianu et al., 2003).

Recentemente, diversos grupos tém realizado diferentes procedimentos cirdrgicos de
conservacéo do tecido esplénico visando melhores resultados no que diz respeito a manutencao das

funcbes imunoldgicas do bago (Nunes et al., 2005; Petroianu et al., 2005; Miko et al., 2007).

1.2.1. Esplenectomia total

Guilielmi Ballonii, em 1578, documentou uma cirurgia de esplenectomia total realizada
com éxito nas maos de um barbeiro, cujo nome permanece desconhecido. Diante da vida normal

que o paciente teve ap0s a cirurgia, Ballonii questionou: Este igitu splenatum necessarius (E,
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portanto, o baco necessario?). Infelizmente, esta davida ja levantada por muitos cirurgides e
pesquisadores ao longo da historia, continua atual e é a principal responsavel pelas esplenectomias
indiscriminadamente realizadas (Mayo, 1928; Petroianu et al., 2003). No seculo XVII, a fim de se
compreender melhor os efeitos da retirada do baco, teve inicio o estudo da esplenectomia em
animais. Estas pesquisas tiveram como principal conseqliéncia a descrenca em eventuais perigos
relacionados a esplenectomia e um aumento no nimero de indicacGes para a retirada do baco:
traumatismos abdominais abertos (1711); purpura trombocitopénica (1887); esferocitose (1895);
sindrome de Banti (1910); doenca de Gaucher (1910); sindrome de Augustus Felty (1924) e
hipertensdo porta (inicio do século passado) — (Beer, 1928; Petroianu et al., 2003).

O aumento das indicacdes de esplenectomia resultou em maior incidéncia de septicemia e
morte, sendo que 0s principais microrganismos responsaveis pelas infeccdes pos-esplenectomia
sdo Pneumococcus (50%), Meningococcus (12%), Escherichia coli (11%), Haemophilus influenza
(8%), Staphylococcus (8%) e Streptococcus (7%) (Singer, 1973). Embora a remocao
indiscriminada do baco esteja associada ao risco de infec¢Bes subsequentes, uma devo¢do radical
a filosofia de “salvar o bago a qualquer custo” também pode representar um risco para o
paciente. Exemplificando esta situacdo, estdo as doencas onde qualquer bago acessorio deve ser
removido ou o tratamento falhara, tais como: purpura trombocitopénica, esferocitose ou

pancitopenia (Wallace et al., 1982; Cooper & Williamson, 1984; Peitzman et al., 2001).

1.2.2. Esplenectomia parcial

Diversas técnicas operatorias visando & preservacdo do baco apds trauma tém sido
descritas. O fator limitante para o sucesso na preservacao das fungdes do baco estd associado a
massa de tecido esplénico conservada (De Boer et al., 1972; Peitzman et al., 2001). Van Wyck e

colaboradores investigaram a resposta de ratos ao desafio por inje¢cdo endovenosa com
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pneumococcus. Os animais foram submetidos anteriormente a graus diversos de esplenectomia
parcial, esplenectomia total ou operacdo simulada (sham). Os resultados mostraram que animais
com residuos de tecido esplénico maiores (300 mg) apresentaram protecdo contra a infeccdo por
pneumococcus, em niveis comparados aqueles observados nos animais, controle sham. Entretanto,
animais que possuiam residuos de massa esplénica menores (100 mg) nao apresentaram protecéo,
enquanto animais que possuiam residuos de massa e tamanho moderados (200 mg) apresentaram
protecdo em niveis intermediarios (Van Wyck et al., 1980). Bradshaw e Thomas, com o0 objetivo
de definir a massa critica de tecido esplénico necessaria para preservar as funcbes do baco,
estudaram a capacidade de ratos com 25%, 50% ou 75% de seu baco removido, para responder ao
desafio por pneumococcus, utilizando como grupo controle animais esplenectomizados ou animais
sujeitos ao trauma operatdrio (sham). Ocorreu uma correlacdo direta entre a massa de tecido
esplénico conservada e a dose letal média de pneumococcus. Além disso, abaixo do patamar critico
de 25%, ndo ocorreu uma resposta imune satisfatoria (Bradshaw & Thomas, 1982). Em outros dois
estudos, procedimentos similares foram utilizados em ratos e no modelo murino e, embora nédo
exista um consenso nos niveis de tecido esplénico necessarios para a manutencdo das funcdes
imunoldgicas do baco, todos sugerem gque no minimo 25% a 50% do 6rgédo deve ser conservado,
para que a resposta imune seja satisfatoria (Pouche et al., 1987; Hebert, 1989).

Em estudos clinicos, a esplenectomia parcial apresentou vantagens em relacdo a
esplenectomia total no que diz respeito a preservacao das fungdes esplénicas. Um estudo realizado
com 51 pacientes que sofreram trauma abdominal e dano no bago demonstrou que a esplenectomia
parcial resultou em normalidade da funcdo reticuloendotelial, porém, ainda ndo existem dados
suficientes que possam estabelecer os niveis de tecido esplénico remanescentes necessarios para
conservar as funcgdes esplénicas (Traub et al., 1987). De acordo com a literatura, para se preservar
0 baco seria indispensavel a integridade do pediculo vascular. Entretanto, Petroianu observou que
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0s vasos esplenogastricos ndo sdo ramos ou afluentes do pediculo vascular, mas constituem
circulacdo independente, que conecta a circulacdo do fundo gastrico com os vasos do parénquima
do pélo superior do bago. Esse conhecimento foi fundamental para que se propusesse um modelo
de esplenectomia parcial, com preservacdo do polo superior do baco suprido apenas pelos vasos
esplenogastricos, apés a ligadura das artéria e veia esplénicas. A partir de 1984, Petroianu passou a
tratar hipertensdo porta combinando a esplenectomia parcial também com a desconexdo porta-
varizes. As indicacdes da esplenectomia parcial foram estendidas, para demais estados patoldgicos,
por Petroianu e colaboradores, e, com uma experiéncia superior a 230 operacdes, ainda nao foram
registradas complicacGes decorrentes da preservacdo do pélo superior do bago suprido apenas

pelos vasos esplenogastricos (Petroianu et al., 2003).

1.2.3. Autotransplante de baco

A idéia de semear tecido esplénico em diferentes locais do abdome se baseia na esplenose,
que consiste na implantacdo natural de segmentos de baco rompido apds trauma. Grande parte das
esplenoses ocorre dentro do abdome, porém, em vitimas de politraumatismos, ndo sdo raros 0s
relatos de tais implantes no térax e até em membros (Buchbinder & Lipkoff, 1935; Petroianu et al.,
2003).

A capacidade do implante autdégeno de tecido esplénico, em proteger animais
esplenectomizados e infectados do possivel desenvolvimento de septicemia, depende do sitio de
implante. Animais que tiveram a regido subcutanea como sitio eletivo ndo apresentaram indices de
mortalidade diferentes, quando comparados a ratos esplenectomizados em resposta ao desafio por
Streptococcus. Todavia, quando o sitio de implante utilizado foi a regido intraperitoneal, ocorreu
uma reducdo significativa na mortalidade com relagdo aos animais esplenectomizados, alcancando

uma protecdo similar aquela observada nos animais controle sham (Livingston et al., 1983).
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O implante autdgeno de tecido esplénico tem sido realizado em varios sitios incluindo a
regido subcutanea, o retroperitdnio, o muasculo retal e o grande omento, sendo este ultimo o mais
utilizado, embora apresente eventuais complicacfes, tais como casos de tor¢do do implante,
anemia e abscesso devido a necrose do tecido implantado (Liaunigg et al., 1992; Ando et al.,
1997). Nosso grupo preconizou o retroperitdnio como sitio eletivo e demonstrou que além dos
padrdes histologicos e aceitacdo do enxerto ndo diferirem neste sitio com relacdo ao grande
omento, sua facilidade técnica e os menores riscos de complicagdes podem ser determinantes no
procedimento cirdrgico (Nunes et al., 2005). Com relacdo a viabilidade do implante esplénico,
resultados de cintilografia evidenciam a neovascularizacdo do tecido implantado (Figura 1)
(Sharma et al., 1996). O modelo murino, porém, apresenta como evidéncia de viabilidade as
caracteristicas morfologicas do tecido autégeno implantado (Nunes et al., 2005; Miko et al., 2007).
Estudos experimentais que provam a eficacia da utilizacdo do implante autdgeno de tecido
esplénico em proteger contra sepse existem na literatura desde a década de trinta. No Brasil, Ferraz
e Pinto implantaram tecido esplénico autdgeno em paciente esplenectomizado por eles, no ano de
1934, e sdo considerados os precursores da técnica no pais (Perla & Marmorston-Gottesman, 1930;
Petroianu et al., 2003).

O implante autégeno de tecido esplénico é uma alternativa para os casos onde a
esplenectomia total é inevitavel. Esta técnica demonstrou ser menos efetiva em preservar a fungédo
reticuloendotelial, quando comparado a esplenectomia parcial, mas indubitavelmente apresenta
grande valor em relacdo a esplenectomia total, conforme os diversos estudos que demonstraram a
viabilidade do tecido autdégeno implantado, sendo capaz de apresentar revascularizacdo, padroes
histoldgicos comparados aos do baco intacto e crescimento em individuos asplénicos (Leemans et

al., 1999; Nunes et al., 2005; Petroianu & Petroianu, 2005; Miko et al., 2007).
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Figura 1: Cintilografia. Paciente foi submetido a esplenectomia e implante autégeno de tecido
esplénico. Os dois fragmentos visualizados demonstram a viabilidade do enxerto. Ertitrocitos
foram radiomarcados in vitro com tecnécio 99 (Tc99m) e injetados pela via endovenosa. Dois
sitios de tecido esplénico funcionais foram localizados no abdémen, proximo ao figado. Fonte:

Sharma et al., 1996.

10



INTRODUGCAO

1.3. Baco e Resposta Imune

O baco apresenta um fluxo sangiiineo de aproximadamente 200-300 mi/min para cada 100
a 150 gramas do 6rgdo no ser humano. O sangue passa através da polpa vermelha esplénica, uma
espécie de filtro envolvido na remocéo de particulas e eritrocitos senescentes ou danificados. Além
disso, a fagocitose de eritrocitos exercida pelos macréfagos da polpa vermelha, assim como
macrofagos do figado, é importante para a reciclagem do ferro (Altamura et. al., 2001; Knutson &
Wessling-Resnick, 2003).

Macrofagos e mondcitos expressam um transportador para metais de dupla valéncia,
denominado proteina de resisténcia natural associada a macrofagos (natural-resistance-associated
macrophage protein — NRAMP). O NRAMP esta envolvido com a resisténcia contra certos
patogenos intracelulares, o que estéd associado a habilidade desta molécula em transportar o ferro
através da membrana do fagossomo. Este transporte interfere com o metabolismo do ferro de
microrganismos patogénicos e conseqientemente, limita o seu crescimento. Curiosamente, 0
mesmo transportador, que surgiu de um mecanismo baseado no transporte de ferro, acabou sendo
adaptado para o combate contra patdgenos em células especificas que ja se encontravam
comprometidas com o metabolismo do ferro por meio da fagocitose de eritrocitos. Assim, ha a
associacdo de duas importantes funcGes da polpa vermelha esplénica (Hackam et. al., 1998;
Gruenheid & Gros, 2000; Mebius & Kraal, 2005).

Diversos patdgenos competem pelo ferro secretando moléculas que possuem alta afinidade
para este metal, tais moléculas (sideroféros), sdo complexadas com lipocalina-2, cuja secrecdo
ocorre em macrofagos estimulados via reconhecimento de patégenos por meio dos receptores do
tipo toll (toll-like receptors — TLR). Dada a complexidade dos mecanismos de aquisic¢ao de ferro e

a habilidade de diversos patégenos em escapar do reconhecimento pela lipocalina-2, ha uma forte

11



INTRODUGCAO

evidéncia da importancia desta molécula nas relagdes parasito-hospedeiro. Lipocalina-2 representa
uma barreira contra a disseminacdo de bactérias, incluindo aquelas que fazem parte da flora
bacteriana, além disso, pode atuar em diversos processos bioldgicos, tais como, neoplasias,
desenvolvimento e reparo dos rins e involucdo do Utero e das glandulas mamarias (Yang et. al,
2002; Lin et. al., 2005; Smith, 2007). Assim, a lipocalina-2, que é produzida sob estimulacdo em
altos niveis nos macrofagos da polpa vermelha, limita o crescimento dos patdgenos. Estes
exemplos sugerem que a polpa vermelha nédo apenas funciona como filtro devido a sua localizacéo,
mas também age no combate a infec¢bes e facilita 0 metabolismo do ferro (Ratledge & Dover,
2000; Flo et. al., 2004; Mebius & Kraal, 2005).

O sangue também atravessa a polpa branca que se divide em zonas de células T e B. Tanto
as artérias centrais quanto as arteriolas possuem uma bainha concéntrica de linfocitos T, conhecida
como bainha linféide periarteriolar (periarterial lymphatic sheaths — PALS) (Timens, 1991; Liu,
1997; Loder et al., 1999). Estas PALS sdo zonas de células T no baco que aparecem circundadas,
como numa coroa, por foliculos linféides contendo linfocitos B (Figura 2). Outra importante area €
a zona marginal, que se localiza mais externamente, circundando toda a estrutura. A zona marginal
parece ser um sitio primario de entrada de células B e T para um eventual encontro com 0s
antigenos trazidos por meio da circulagdo (Claassen et al., 1986; Liu et al., 1988; Timens, 1991).
Na zona marginal, células B de memdria podem ser encontradas apds resposta imune primaria
(Altamura et al., 2001). Estas células B se apresentam como um subtipo bastante peculiar,
geralmente elas ndo circulam e tém fendtipo IgM*/IgD™ que é oposto aquele apresentado pelas
células B foliculares que sdo IgM*/IgD*. Uma regido de macr6fagos separa a zona marginal das

bainhas linféides periarteriolares e dos foliculos (Cesta, 2006).
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Figura 2. Organizacdo dos tecidos linfoides do bago. O bago consiste de uma polpa vermelha
(&reas rdseas), que é o local de destruicdo de eritrdcitos e reciclagem de ferro, entremeada de polpa
branca linféide (areas amarelas e azuis nos quadros inferiores). O quadro central exibe a ampliacdo
de uma pequena secc¢ao do baco, mostrando o arranjo de discretas zonas de polpa branca ao redor
de arteriolas centrais. A micrografia mostra uma secgéo transversal da polpa branca corada com
hematoxilina e eosina. Fonte: Imunobiologia — Charles A. Janeway et al., 52 edi¢do 2002.
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Com relacdo aos macrofagos, dois subtipos podem ser encontrados na zona marginal. Os
macrofagos do sino marginal formam um anel externo de macrofagos e se caracterizam por
expressar uma lectina do tipo C (Specific intercellular adhesion molecule 3 grabbing nonintegrin-
related 1 — SIGNR1) e o receptor de macréfagos com estrutura de coldgeno (macrophage receptor
with collagenous structure — MARCO). O segundo subtipo, macrofagos metalofilicos da zona
marginal, estdo localizados mais proximos a polpa branca e formam um anel interno de
macrofagos. Estas células sdo caracterizadas pela expressdo de moléculas de adesdo sialoadesina
(sialic-acid-binding immunoglobulin-like lectin 1 — SIGLEC1). Entre estes dois subtipos de
macrofagos, se localizam as células B da zona marginal e um subtipo de células dendriticas
(Elomaa et. al., 1995; Munday et. al., 1999; Geijtenbeek et. al., 2002; Mebius & Kraal, 2005).

No baco e nos linfonodos de camundongos, as células dendriticas sdo caracterizadas pela
expressdo de CD11c e MHC de classe Il. Existem pelo menos trés subtipos diferentes de células
dendriticas no baco: As células dendriticas linféides (CD11c""CD8a"'CD11b'DEC205%), as
células dendriticas mieldides (CD11c"®"CD80/CD11b*DEC205) e as células dendriticas
plasmocitéides (CD11c™ ™4 CcD8y""CD11b'B220*Gr-1*) (Shortman & Naik, 2007). Embora a
sensibilizacdo de células dendriticas atraveés de estimulos patogénicos seja crucial para a sua
ativacdo, existe um numero crescente de evidéncias sugerindo que as citocinas e quimiocinas,
presentes no microambiente, podem modular as funcbes destas células e influenciar na resposta
imune. Estudos in vitro sugerem que células dendriticas quando colocadas em cultura com IL-10
ou TGF-B induzem respostas do tipo Th2 ou regulatorias, enquanto células dendriticas em cultura
com IFN-y induzem respostas Th1l. Além disso, células do estroma podem condicionar as células
dendriticas a diferentes respostas, por exemplo, células dendriticas da placa de Peyer ou do trato
respiratorio apresentam respostas do tipo Th2, enquanto células dendriticas do baco apresentam

respostas do tipo Th1/ThO, indicando que o microambiente influencia a fungdo das células
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dendriticas (Kalinski et. al., 2000; Sporri & Reis e Sousa, 2005; Pulendran et. al., 2008).

Embora a especializacdo funcional e a plasticidade das células dendriticas sejam conceitos
amplamente aceitos, trabalhos recentes sugerem possiveis mecanismos de cooperacdo entre
distintos subtipos de celulas dendriticas. Yoneyama e colaboradores sugeriram que infec¢do por
virus herpes simples (HSV) em linfonodos de camundongos causou o recrutamento de células
dendriticas plasmocitoides que cooperaram com as células dendriticas locais na geracdo de
respostas, através de linfocitos T citotoxicos especificos. Embora as células dendriticas
plasmocitoides isoladas ndo consigam induzir os linfécitos T citotoxicos, a deplecédo in vivo deste
subtipo celular trouxe prejuizos para a acdo dos linfocitos T citotoxicos na erradicacdo do virus.
Consequentemente, o auxilio exercido pelas células dendriticas plasmocitoides para as células
dendriticas dos linfonodos, na resposta imune primaria, parece ser fundamental para uma inducgéo
adequada de linfocitos T citotdxicos anti-HSV (Yoneyama et. al., 2005; Pulendran et. al., 2008).

Outro exemplo de colaboracdo entre células dendriticas foi sugerido por Kuwajima e
colaboradores, estes pesquisadores observaram que camundongos deficientes em IL-15 e tratados
com motivos de DNA (unmethylated cytosine—phosphate-guanine oligodeoxynucleotide — CpG)
apresentaram baixa producdo de IL-12 e sucumbiram ap6s desafio com Listeria monocytogenes.
Células dendriticas convencionais estimuladas por CpG foram as principais produtoras de IL-15 e
IL-12, poréem a producdo de IL-12 ndo ocorreu na auséncia de células dendriticas plasmocitoides.
A expressdo de CD40 nas células dendriticas convencionais é induzida pela IL-15 produzida por
estas mesmas células. A interagdo entre CD40 nas células dendriticas convencionais com CD40
ligante (CD40L) nas células dendriticas plasmocitdides leva a producdo de IL-12 pelas células
dendriticas convencionais. Assim, a cooperacdo dependente de IL-15 entre células dendriticas
convencionais e células dendriticas plasmocitoides é essencial para a ativacdo da resposta imune
induzida por motivos CpG (Kuwajima et. al., 2006; Pulendran et. al., 2008).
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Células dendriticas do baco de camundongos estimulados, tanto in vitro quanto in vivo,
com antigenos provenientes de diversos microorganismos, produzem altos niveis da subunidade
p40, que constitui parte da interleucina-12 (IL-12) (Reis e Sousa et al., 2003). Porém, para passar a
produzir a subunidade p35, e assim sintetizar a molécula de IL-12 ativa (p70), as células
dendriticas que possuem o marcador CD40 estdo condicionadas a um segundo sinal exercido pelo
marcador CD40L, que estd presente nas células T ativadas e nas células dendriticas
plasmocitoides. O mais interessante € que injetando anticorpos anti-CD40 em camundongos que
ndo estavam sofrendo processo infeccioso ou estimulo microbiano, houve baixa producdo de IL-
12, o que indica a necessidade de uma resposta imune inata precedente, que condicione as células
dendriticas a producéo desta citocina (Schulz et al., 2000).

Esta resposta imune inata pode ser eficazmente montada no baco. MARCO e SIGNR1 séo
receptores especificos da zona marginal e, juntamente com receptores do tipo toll, reconhecem
padrdes moleculares associados a patdgenos (pathogen-associated molecular patterns — PAMPS).
O SIGNR1 reconhece antigenos de polissacarideos, tais como lipoarabinomanana, que esta
presente na superficie de Mycobacterium tuberculosis, e tem demonstrado ser crucial para o
reconhecimento e combate a Streptococcus pneumoniae, além de infec¢bes virais. O MARCO
pode reconhecer diversos patdgenos, dentre os quais Staphylococcus aureus. Além disso, existe
um padrdo de reconhecimento complementar entre SIGNR1 e MARCO com relagdo a estes
patdgenos (Elomaa et al., 1995; Oehen et al., 2002; Koppel et al., 2004; Lanoue et al., 2004;
Wiluka & Olszewski, 2006).

Em respostas a antigenos dependentes da participacdo de células T (TD — proteinas), as
células B proliferam e migram para os foliculos linféides dando surgimento aos centros
germinativos ou diferenciam-se em plasmocitos dentro das coroas de células B. No caso de
resposta independente da participacdo de células T do tipo um (TI-1 — LPS — lipopolissacarideos),
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embora aconteca intensa diferenciacéo dos linfécitos B em plasmdcitos, tanto nas coroas quanto na
polpa vermelha, a proliferacdo folicular € moderada. Em respostas independentes da participacéo
de células T do tipo dois (TI-2 — polissacarideos), a maior parte das células B se diferencia em
plasmacitos. J& com relacdo as respostas secundarias do tipo TD, ha extensiva proliferacdo e
diferenciacdo de células B nas coroas. Todavia, a proliferacdo nos foliculos linféides é menos
extensa quando comparado a resposta primaria (Liu et al., 1991; Liu & Arpin, 1997).

O acumulo de linfocitos B antigeno-especificos dentro das coroas de células B nos
primeiros dias da resposta imune é critico para o eventual encontro com as células T antigeno-
especificas (Cyster, 1997; Liu, 1997). O destino das células B, entretanto, depende ndo apenas da
célula T auxiliar, mas também do tipo de imundgeno (proteinas, LPS ou polissacarideos). Na
auséncia da célula T auxiliar, os linfocitos B sucumbem nas respostas do tipo TD, mas em uma
resposta TI-2 se diferenciam em plasmacitos (Claassen et al., 1986; Liu et al., 1988; Matsuno
et al., 1989). Células B imaturas e células B de memoria também respondem diferentemente ao
estimulo das células T auxiliares. Embora as células B imaturas migrem para os foliculos linfoides
produzindo os centros germinativos, os linfocitos B de memdria sofrem diferenciacdo em
plasmécitos (Matsuno et al., 1989).

A capacidade fagocitica dos macrofagos esplénicos é fundamental para a remogdo de
bactérias do sangue. Em ratos imunizados com polissacarideos de pneumococo, a esplenectomia
conduz ao acumulo de polissacarideos nos linfonodos e & retencdo de complexos imunes,
aumentada nos foliculos destes 6rgdos (Van den Dobbelsteen et al., 1993). O bago é importante
sitio de producdo de anticorpos e as células B da zona marginal parecem ser responsaveis pela
resposta in vivo TI-2. Estes anticorpos auxiliam na opsonizacdo de antigenos TI-2, tornando a
remocdo destes antigenos menos dependente da polpa vermelha esplénica, podendo ocorrer ao
nivel hepatico (Van den Dobbelsteen et al., 1993; Reid, 1994; Altamura, et al., 2001).
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Geralmente, linfocitos T CD4" sdo considerados como sendo células T auxiliares
produtoras de citocinas, enquanto células T CD8" sdo consideradas células T citotoxicas. Ambas
as populacdes, porém, podem produzir citocinas. A producdo de diferentes citocinas pelas células
T CD4" tem levado a sua classificacdo em pelo menos quatro subtipos diferentes. Assim, temos
células T auxiliares do tipol (T-helper — Thl), células T auxiliares do tipo2 (Th2), células T
auxiliares do tipo 17 (Th17) e células T regulatérias (Tregs) (Afzali et al., 2007). A producéo de
IL-12 pelas células apresentadoras de antigenos (APCs), através do mecanismo da resposta imune
conhecido como fase cognitiva, leva a fosforilacdo do ativador da transducdo de sinal de
transcricdo quatro (signal transduction and activator of transcription - 4 — STAT4), caracteristico
de células Thl. Células Th2 produzem IL-4 e sinalizam por meio de STAT6. Uma vez
diferenciada, cada linhagem é caracterizada por um perfil proprio de citocinas, com IFN-y sendo a
principal citocina das células Thl, IL-4 a principal citocina das células Th2, TGF-B a principal
citocina de células Treg e TGF-p associada a IL-6 como indutores de células Th17, além de seu
préprio fator de transcricdo, T-bet para Thl, GATA-3 para Th2, FoxP3 para Tregs e RORjt para
Th17 (Zheng & Flavell, 1997; Szabo et al., 2002; Fontenot et al., 2003; Ivanov et al., 2006).

A qualidade da resposta primaria de células T auxiliares em camundongos neonatos é
fortemente dependente do sitio inicial de exposi¢do antigénica: repostas iniciadas nos linfonodos
sdo mescladas nos perfis Th1/Th2, enquanto respostas que ocorrem no baco séo fortemente Th2,
levando a resposta do tipo humoral (Adkins et al., 2000; Altamura, et al., 2001).

Macrofagos da zona marginal podem agir como APCs carreando polissacarideos
bacterianos, apresentando estes antigenos ja processados as células B préximas. Este mecanismo
ocorre por meio da inducéo de células produtoras de anticorpo do tipo IgM anti-polissacarideo no
baco. Permanece obscuro se os macréfagos da zona marginal agem de maneira direta ou por meio

da secrecdo de interleucina-1 (IL-1), na inducdo da resposta TI-2 (Van den Dobbelsteen et al.,
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1993; Altamura, et al., 2001).

Em linfonodos murinos, o ndmero de células imaturas é bastante superior quando
comparado com o numero de células de memdria, enquanto no baco a quantidade de células de
mem©aria € maior. Esta diferenca na composicao celular pode representar diferentes funcdes desses
compartimentos na resposta imune (Nolte, et al., 2000; Langeveld et al., 2006). A distribuicdo dos
diferentes subtipos de linfécitos no baco é bastante diversa daquela verificada no sangue
periférico e nos linfonodos. O bago contém mais células B que células T (Langeveld et al., 2006).
Em camundongos normais, apenas as células de memoria podem circular com a linfa e o sangue,
sendo capazes de adentrar nos foliculos linféides do baco e dos linfonodos. Esta capacidade €
deveras importante para uma efetiva resposta imune. Apenas as células B que adentram nos
foliculos tém acesso aos antigenos carreados pelas células dendriticas foliculares, e sdo capazes de
iniciar as rea¢fes nos centros germinativos, produzindo entdo anticorpos antigenos-especificos de
alta afinidade (Loder, et al., 1999).

O reconhecimento por meio dos receptores do tipo TLR, ativa o fator de transcricdo NFxB
e diversos genes dependentes deste fator de transcricdo, tais como, 0s genes responsaveis pela
producéo de citocinas, quimiocinas e das moléculas co-estimulatorias CD80 (B7.1) e CD86 (B7.2)
(Medzhitov & Janeway, 2000). Outros membros da familia dos receptores TLR, incluindo TLR2,
tém demonstrado reconhecer lipoproteinas bacterianas e o peptideoglicano presente nas paredes
das bactérias Gram-positivas. Uma mutacdo no gene MyD88, responsavel pela transcricdo da
proteina adaptadora que conecta diversos membros da familia “Toll” a quinases das vias de
transducdo de sinais, tais como: a quinase associada ao receptor de interleucina-1 (IL-1 receptor
associated kinase - IRAK), provoca auséncia de resposta tanto para LPS quanto para
peptideoglicano (Adachi et al., 1998; Qureshi et al.,1999; Medzhitov & Janeway, 2000).

Ambos os tipos de resposta imune, inata e adaptativa, séo requeridos para distinguir entre
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antigenos proprios (“self”) e ndo proprios (“nonself”), e mais que isso, também sao sustentados no
tecido linfoide periférico pelo contato entre os diferentes tipos celulares. Assim, vale ressaltar a
importancia do ambiente onde se dara o evento conhecido como sinapse imunoldgica, que
representa a apresentacdo antigénica em todos os seus detalhes, e a importancia das moléculas e
células presentes, induzindo uma eventual resposta ou tolerancia a agentes infecciosos que
acometem o organismo, dependendo de cada fator: perfil de citocinas, sinais co-estimulatérios,
tipos celulares envolvidos e estagio de desenvolvimento destas células (Vaz et al., 1997;

Lanzavecchia & Sallusto, 2001).

1.4. Resposta Imune a Staphylococcus aureus

O patdégeno humano Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva responsavel por
uma ampla variedade de infeccdes hospitalares. S. aureus pode permanecer de forma inofensiva
como bactéria comensal, habitando a pele e as mucosas, mas pode também sobreviver em diversos
tecidos e na corrente sangliinea, causando importantes doencas, incluindo infeccbes na pele,
choque toxico ou outras enfermidades sistémicas (Projan & Novick, 1997; Verhoef et al., 2004;
Rooijakkers et al., 2005).

Alguns grupos de pacientes apresentam maior probabilidade em se infectar com bactérias
Gram-positivas, como S. aureus. Individuos com ferimentos cirargicos ou traumaticos distantes da
regido abdominal tém maior probabilidade de desenvolver infeccGes nos ferimentos e choque
séptico provocados por bactérias Gram-positivas (Sriskandan & Cohen, 1999).

Analises histoldgicas de tecidos obtidos de animais que apresentavam sepse demonstraram
acumulo de neutrofilos no foco de infecgdo. Este acumulo geralmente é maior em infecgoes
causadas por bactérias Gram-positivas quando comparado com infec¢Ges causadas por bactérias

Gram-negativas (Schlievert et al., 1996). Os neutrofilos séo as principais células do organismo
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responsaveis pela contencdo do S. aureus, agindo por meio da fagocitose e da liberacdo de
espécies reativas de oxigénio, como peroxido de hidrogénio (H.0,) e éxido nitrico (NO), que sdo
toxicos para 0 patdgeno (Rooijakkers et al., 2005). Porém, existem evidéncias que S. aureus
também pode sobreviver dentro dos neutréfilos e desta maneira se disseminar pelo organismo
(Gresham et al., 2000). Estudos clinicos tém sugerido queda nos niveis plasmaticos de tuftsina em
pacientes submetidos a esplenectomia, o que leva ao decréscimo da capacidade fagocitica de
neutrofilos e a dificuldade na ativacdo da via alternativa do sistema do complemento (Oakes, 1981,
De Ciutiis et al., 1978). De fato, estudos in vitro indicam que a destruicdo de S. aureus, mediada
por neutrdfilos, ndo ocorre na auséncia de anticorpos e outras opsoninas (Gresham et al., 2000; Xu
etal., 1992).

Diversas toxinas estafilococicas atuam como moléculas capazes de ativar o sistema imune,
sdo proteinas capazes de se ligar ao receptor de antigeno de células T de uma maneira diferente
dos antigenos convencionais, estimulando estas células a produzir citocinas e, sendo por isso,
denominadas superantigenos. Estas toxinas sdo apresentadas por meio de moléculas MHC de
classe Il para as células T, ligando-se na por¢do VP do TCR. O S. aureus apresenta pelo menos
trés superantigenos importantes: a enterotoxina B (Staphylococcal enterotoxin B — SEB), a
enterotoxina A (Staphylococcal enterotoxin A — SEA) e a toxina 1 da sindrome do choque toxico
(toxic shock syndrome toxin 1 — TSST-1) (Tokura et al., 1994; Muraille et al., 1997).

Os superantigenos bacterianos ligam-se principalmente a alca CDR2 V[3 e, com menor
intensidade, & alca CDR1 V[ e a uma alca adicional chamada de alca hipervaridvel 4 ou HVA4.
Cada superantigeno pode ligar um ou poucos produtos diferentes dos segmentos V3, dos quais
existem 20 a 50 em camundongos e no homem; um superantigeno pode, assim, estimular 2 a 20%
de todas as células T, um nimero substancial se comparado com o nimero de células T que se

tornam ativadas pelos antigenos peptidicos convencionais, 1 em 10°-10° (Proft & Fraser, 2003).
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Este estimulo ndo € especifico para um dado agente patogénico e, assim, ndo leva a uma
imunidade adaptativa. Em vez disso, ele causa producdo macica de citocinas pelas células T CD4",
a populacdo responsiva predominante. A resposta imune inicial &€ seguida por supressdo
significativa de todas as respostas imunes e os detalhes desta supressao ndo sdo totalmente
compreendidos, sabe-se, no entanto, que as células T estimuladas proliferam e entdo rapidamente
sofrem apoptose, levando a imunossupressao generalizada, bem como a delecdo de muitas células
T na periferia (Fleischer, 1994; Muraille et al., 1997; Janeway et al., 2002).

A liberacdo massiva de citocinas pode levar ao choque toxico, caracterizado por choque
profundo e faléncia multipla de drgdos. Os animais, em particular os camundongos, sao
relativamente resistentes aos superantigenos, tornando o estudo dos mecanismos que conduzem ao
choque séptico de dificil execucdo. Além disso, a resposta aos superantigenos varia de acordo com
a cepa de camundongo utilizada. Camundongos C57BL/6 apresentam como principais moléculas
que se ligam aos superantigenos V3 e V11, enquanto camundongos BALB/c apresentam V{320
(Takimoto et al., 1990; Bravo de Alba et al., 1995; Collins et al., 2002). Assim, muitas cepas de
camundongos ndo desenvolvem choque séptico mesmo apds injecbes de altas doses
(4 mg/camundongo) ou infusdo continua (500 ug/camundongo) de TSST-1 por exemplo, embora
possam desenvolver massiva esplenomegalia (Sriskandan & Cohen, 1999; Dinges et al., 2000).
Todavia, a participacdo destas enterotoxinas na viruléncia de S. aureus é critica quando
consideramos a doenca em humanos. Isso pode ser devido a maior afinidade dos superantigenos ao
MHC de classe Il humano em relagdo ao murino (Proft & Fraser, 2003).

Apesar da propriedade imunossupressora dos superantigenos, a enterotoxina de S. aureus
condiciona o sistema imune inato & exacerbacdo da resposta quando estimulado por PAMPs.
Quando pré-ativadas com enterotoxina, células dendriticas tiveram aumento na sintese de TNF-a e

IL-12 em resposta a LPS, indicando que a enterotoxina € capaz de condicionar as células do
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sistema imune inato ao reconhecimento por meio de TLR4 (Rossi et al., 2004). Além disso, em
respostas secundarias a enterotoxina B (SEB), células T foram capazes de produzir IFN-y e ativar a
expressdo de CD25 e CD69, sugerindo que a suposta imunossupressdo ndo é absoluta (Hamel et
al., 1995).

A expansdo clonal de células T em resposta a S. aureus pode estar associada a sinalizacao
por meio de TLR, que induz o0 aumento na expressdo de CD25, o surgimento de moléculas MHC
de classe Il na superficie das APCs e a inducdo da diferenciagdo de células T especificas em
células T de meméria. Apds a imunizacdo, células T antigeno-especificas desaparecem da
circulagio e migram para os tecidos linféides onde poderdo ter contato com o0s antigenos
apresentados pelas células dendriticas e outras APCs. Este é um estagio onde as células T serdo
condicionadas a sobreviver ou morrer, dependendo do estado de ativagdo do sistema imune inato
(Maxwell et al., 2004).

Outro fator que pode ser importante na resposta imune ao S. aureus € o ambiente de
apresentacdo antigénica. Células dendriticas provenientes da placa de Peyer apresentam antigenos
as células T que secretam altos niveis de 1L-10 e IL-4, enquanto células dendriticas provenientes
do baco e de linfonodos ao apresentarem os antigenos as células T induzem a producéo de IFN-y e
IL-12 (Iwasaki & Kelsall, 2001; Faria & Weiner, 2005).

A importdncia do ambiente e das células dendriticas nas respostas imunes também é
evidenciada no modelo de infec¢do com Leishmania donovani. A capacidade das células
dendriticas em apresentar antigenos de Leishmania para células T especificas esta condicionada a
sua capacidade de expressar moléculas MHC de classe Il, a producdo de IL-12 induzindo a
producdo de IFN-y pelas células T ativadas e ao controle da replicacdo do parasito no bago dos
camundongos infectados (Basu et al., 2000). Utilizando imunoterapia com transferéncia adotiva de

células dendriticas previamente ativadas com LPS, ocorreu 0 aumento na resisténcia a
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Leishmania donovani, sendo que interleucina-6 (IL-6) parece desempenhar um papel fundamental
nesta funcdo da célula dendritica (Stager et al., 2006).

A IL-6, juntamente com IL-1 e TNF-a sdo responsaveis pela resposta de fase aguda. Uma
reacdo que envolve alteracfes nos niveis de expressdo de algumas proteinas secretadas no figado,
as quais ganham a corrente sanglinea. Estas proteinas sdo chamadas proteinas de fase aguda e
apresentam alta especificidade para as PAMPs, podendo agir como opsoninas, além de ativar o
sistema complemento (Bopst et al., 1998; Ramadori & Christ, 1999; Horn et al., 2000).

Finalmente, o estimulo de células dendriticas com antigenos de S. aureus, LPS e motivos
CpG), que séo reconhecidos pelos receptores TLR2, TLR4 e TLR9, respectivamente, aumentaram
a expressdo das moléculas co-estimulatorias B7-1 e B7-2 nas células dendriticas do baco, mas
ndo em células de Langerhans. O que representa a importancia do baco na imunidade inata as
infeccBes bacterianas, como aquelas causadas por S. aureus (Mitsui et al., 2004).

Nosso trabalho sugere que a préatica de se realizar a cirurgia de remocéo do baco, tanto ap6s
trauma como em patologias que acometem este 6rgdo, deve ser repensada e reavaliada, a fim de se
buscar alternativas que mantenham resquicios de tecido esplénico, tais como, esplenectomia
parcial ou implante autdgeno de tecido esplénico, e assim, conservar a capacidade de montar uma

resposta imune satisfatoria contra infec¢fes que poderiam surgir em individuos asplénicos.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da esplenectomia e do implante autdgeno de baco na capacidade de

camundongos de controlar a infec¢do endovenosa por Staphylococcus aureus.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar a evolucdo da infeccdo causada por S. aureus nos animais esplenectomizados,
comparando com o grupo de animais esplenectomizados e autotransplantados e com 0s animais
que sofreram operacdo simulada (grupo controle sham).

Verificar o influxo de macréfagos e neutréfilos para os pulmées nos camundongos infectados
por S. aureus.

Avaliar os padrdes histologicos no figado e pulmdes dos camundongos sujeitos aos diferentes
procedimentos cirdrgicos e infeccdo por S. aureus.

Verificar as populagdes celulares envolvidas na resposta imunoldgica e seu perfil de
distribuicdo no baco, figado e pulmdes, apds infeccdo por S. aureus.

Avaliar os niveis de producdo de citocinas e 6xido nitrico NO em resposta a infeccdo por
S. aureus.

Avaliar a cinética de producdo de citocinas e anticorpos em resposta a infecgdo por S. aureus

no plasma dos camundongos infectados.
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3.1. Animais Experimentais

Foram utilizados grupos de 33 camundongos isogénicos da linhagem BALB/c, fémeas, de
8-10 semanas de idade. Os animais foram obtidos do Centro de Biologia da Reproducdo (CBR-
UFJF) e mantidos no setor de manutencdo e experimentacdo do Laboratorio de Imunologia do
ICB-UFJF, em microisoladores colocados em estantes climatizadas, tendo como forma de
alimentacdo exclusivamente racdo propria e agua. Para cada experimento, os animais foram
divididos em 3 grupos, assim distribuidos: Grupo Controle Sham (CT): 11 camundongos sujeitos a
laparotomia e ndo sujeitos a esplenectomia; Grupo Esplenectomizado (SP): 11 camundongos
esplenectomizados e Grupo Autotransplantado (AT): 11 camundongos esplenectomizados e
autotransplantados no retroperiténio. O projeto estd de acordo com o0s principios éticos na
experimentacdo animal, adotados pelo colégio brasileiro de experimentacdo animal (COBEA), e
foi aprovado pela comissdo de ética na experimentacdo animal (CEEA), da Prd-Reitoria de

Pesquisa da Universidade Federal de Juiz de Fora.

3.2.  Procedimento Cirargico

Apbs anestesia com cloridrato de quetamina 5%, cloridrato de Xilazina 2% e cloreto de
sodio 0,9%, injetados pela via intra-peritoneal, foi realizada uma laparotomia com subseqiiente
esplenectomia e ligagdo do pediculo vascular utilizando catgut 5.0 (Shalon, Goiania, Brasil). Todas
as operacOes foram realizadas em camara de fluxo laminar, sob condigdes estéreis. O baco foi
cortado em seis fragmentos com aproximadamente 2,5 mm de espessura e mantido em salina
tampdo fosfato (phosphate buffered saline — PBS) a temperatura ambiente. No grupo AT, o
retroperiténio foi exposto proximo ao rim esquerdo e dois fragmentos foram alocados nas
proximidades da veia abdominal sem fixagc&o. Nenhuma diferenca foi notada entre camundongos,
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sujeitos a laparotomia com subseqliente sutura (grupo sham), e camundongos ndo sujeitos a
laparotomia. A sutura no tecido foi realizada utilizando nylon 4.0 (Shalon, Goiania, Brasil). A
morte de camundongos devido ao procedimento cirurgico foi igual entre 0s grupos e nao

ultrapassou o limite de 20 % do total de animais.

3.3. Cepa Bacteriana

Foi utilizada para este estudo a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, fornecida
pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salude — fundacdo Oswaldo Cruz (INCQS —

FIOCRUZ, Brasil).

3.4. Meios e Condicdes de Cultivo

Para o crescimento de S. aureus, foi utilizado meio 4gar manitol salgado (OXOID), diluido
em agua livre de impurezas MilliQ (Millipore) e submetido a fervura e esterilizagdo por meio de
autoclave por 15 minutos. Placas NUNC de seis pocos foram utilizadas como recipiente para o
meio solidificado e as culturas foram mantidas em estufa a 37°C (Figura 3). Para o estoque e
congelamento das bactérias, foi utilizado o meio de congelamento TSA (peptona 1,35 %, K,HPO,
0,36 %, KH2PO4 0,09 %, NaCl 0,45 % e glicerina 9 %) em agua MilliQ, esterilizado em autoclave

por 15 minutos.

3.5. Preparo do Antigeno de S. aureus

A cultura de S. aureus em meio agar manitol salgado foi recuperada por meio da raspagem
com utilizacédo de al¢a de inoculacdo e homogeneizada em 10 ml de meio de congelamento TSA.

Aliquotas de 1 ml foram preparadas e estocadas em tubos eppendorf (eppendorf) de 1,5 ml a -80°C
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contendo as mesmas quantidades de UFC de S. aureus. O numero de bactérias foi quantificado
pela contagem do UFC resultante de dilui¢cdes das aliquotas em placas contendo meio agar manitol
salgado e por meio da escala de McFarland, que corresponde a uma série de tubos contendo
solucdo de sulfato de bario BaSO, em diferentes concentracGes e apresentando graus de turvagédo
que podem ser comparados a turvacao da cultura em estudo. O nimero de bactérias nas aliquotas,
obtido por meio destes dois métodos, foi de 1x10° UFC/mI. Uma aliquota foi diluida em 10 ml de
meio de congelamento TSA (1x10® UFC/mI) e submetida & centrifugacdo a 20000 rpm por 15
minutos a 4°C. O precipitado foi lavado duas vezes e ressuspendido com PBS estéril pH 7,2.
Posteriormente foi rompido com o auxilio de esferas de vidro de aproximadamente 0,17 mm de
didmetro em tubos homogeneizadores por 2 a 3 minutos, sob constante crio clivagem com
nitrogénio liquido. A solugéo foi centrifugada a 25000 rpm por 30 minutos a 4°C e o0 sobrenadante,
contendo os antigenos totais de S. aureus, foi coletado e armazenado em freezer -80°C até o

momento da utilizag&o.

Figura 3. UFC. UFC de S. aureus 1:1, 1:10 e 1:100 em meio &gar Manitol salgado.
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3.6. Dosagem de Proteinas pelo Método de Bradford

Triplicatas de 5ul das amostras da proteina foram diluidas em 15ul de agua MilliQ. Para
cada poco contendo as amostras, foram adicionados 180 ul do reagente de Bradford (0,01% de
Coomassie Brilliant Blue G-250, 5 % de etanol e 10 % de acido fosforico). A reacao foi finalizada
em 5 minutos e a intensidade de cor resultante foi lida em um comprimento de onda de 600 nm no
leitor de microplacas. Para a calibracdo do aparelho, foram utilizados 20 pl de &gua MilliQ em 180
ul do reagente de Bradford como branco. A estimativa da quantidade de proteina nas amostras foi
feita com base em uma curva padrdo de uma solucdo de albumina bovina sérica (BSA) (Sigma) e

ajustada para uma concentracao final de 2 mg/ml.

3.7. Infeccdo e Anélise da Resposta Imune

Trinta dias ap6s a cirurgia os camundongos foram infectados pela via endovenosa, por
meio do plexo orbital, com 5x10° (100 ul) UFC de S. aureus ATCC 25923. Os animais n&o

infectados receberam 100 pl de solucéo PBS estéril.

3.7.1. Numero de unidades formadoras de colénia (UFC)

Os animais foram entdo sacrificados seis dias ap0s a infeccdo. Fragmentos dos figados e
pulmdes foram retirados e colocados em tubos homogeneizadores, contendo PBS. Ap6s maceragdo
por meio de pistilo, foram feitas diluigdes seriadas do macerado em PBS nas concentracgdes de 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000 e, em seguida, plaqgueamos 50 pl das diluigdes nas placas de seis
pocos contendo agar manitol salgado, deixando o ultimo pogo como controle negativo para o PBS,
utilizado nas diluicbes. As placas foram encubadas em estufa a 37°C e o nimero de UFC foi

contado visualmente apds 48 horas (Figura 3).
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3.7.2. Analise do influxo de neutrofilos e macrofagos para os pulmdes

O influxo de neutréfilos para os pulmdes foi mensurado indiretamente por meio do ensaio
da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Fragmentos do pulmdo foram removidos e
congelados em nitrogénio liquido. Apos descongelamento, o tecido foi homogeneizado em tampéo
fosfato-EDTA pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,2 M NaPO, 0,015 M NaEDTA) na proporcdo de 0,1 g de
tecido por 1,9 ml de tampéo, centrifugado a 10000 rpm por 10 minutos e o precipitado foi
submetido a lise hipoténica. Apds centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em tampéo
NaPO4 0,05 M pH 5,4 contendo 0,5% de brometo de hexadecil-trimetil-amdnio (HTAB).
Aliguotas de 1 ml da suspensdo foram transferidas para tubos Eppendorf (Eppendorf) de 1,5 ml e
submetidas a trés ciclos de congelamento/descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido. Essas
amostras foram novamente centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos. Os sobrenadantes foram
diluidos em PBS antes da andlise na concentracdo de 1:3 e a atividade da mieloperoxidase foi
calculada pela medida das alteracGes na densidade 6ptica (DO) a 450 nm, utilizando-se substrato
tetrametilbenzidina (TMB) (1,6 mM) e H,O, (0,5 mM). A leitura foi feita em leitor de microplacas
(Spectramax 190 - Molecular Devices). Os resultados foram expressos em valores de absorbancia
por miligrama de tecido.

O infiltrado de macrofagos para os pulmdes foi quantificado indiretamente por meio do
ensaio da atividade da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG). Precipitados obtidos apds
centrifugacdo dos homogeneizados dos pulmdes foram ressuspendidos em 2 ml de solucdo salina
contendo 0,1% v/v de Triton X-100, homogeneizados por meio de vortex e centrifugados a 5000
rpm por 10 minutos a 4°C. As amostras de sobrenadante, resultantes deste processo (100 ul) foram
encubadas por 10 min com 100 ul de 2,24 mM p-nitrofenil-N-acetil-B-d-glicosamina (Sigma),

preparado em 0,1 M de tampéo citrato/fosfato pH 4,5. A reacao foi parada por meio da adicéo de
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100 ul de tampaéo glicina 0,2 M pH 10,6. A hidrolise do substrato foi determinada pela medida da
absorbancia no comprimento de onda de 405 nm. Os resultados foram expressos em valores de

absorbancia por miligrama de tecido.

3.7.3. Andlise histologica e morfometrica

Fragmentos de figados e pulmdes foram fixados em tampdo formalina 10 % e processados
em parafina para coloragdo por hematoxilina e eosina (H&E) (Merck). Cortes histoldgicos de cerca
de 3 um foram removidos dos blocos e corados com H&E. Foram escolhidos de maneira
randémica 10 campos em cada corte, perfazendo um total de 100 campos para cada 6rgdo (figado
ou pulméo), e 200 campos para cada grupo (5 camundongos infectados com 2 cortes para cada
6rgdo). O numero de granulomas nos figados foi determinado em microscopio com a lente no
aumento de 200x. A area dos infiltrados inflamatorios nos pulmdes (analise morfométrica) foi
determinada com a utilizacao do software NIH Image Analysis (versdo 1.61) pela média da relagédo
entre area do infiltrado inflamatério e area do campo analisado (Ai/A;) em microscopio com a

lente no aumento de 100x.

3.7.4. Avaliacao de marcadores celulares no baco e no pulmao

Fragmentos do baco e dos pulmdes foram colocados em composto Tissue-Tek OCT
(Sakura), congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C para analise por
imunohistoquimica. Os fragmentos foram cortados a 4 um em criostato (DAMON) e colocados em
laminas silanizadas (Starfrost). As ldaminas foram deixadas em temperatura ambiente por 16 horas
para secagem, fixadas em acetona por 5 min, deixando secar por 10 min a temperatura ambiente.

Para bloqueio da atividade da peroxidase endogena, as laminas foram encubadas com solucéo PBS
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contendo 0,3 % de H,O, por aproximadamente 10 min. Posteriormente, as ligacdes inespecificas
foram bloqueadas por meio da utilizacdo de solucdo de bloqueio PBS contendo albumina bovina
sérica 1% (bovine serum albumin — BSA). As laminas foram encubadas com anticorpos
monoclonais diluidos 1:50 também em PBS/BSA 1% e aplicados sobre os cortes em um volume
de 100 ul. Foram utilizados anticorpos monoclonais de captura para as seguintes moléculas: CD4,
CD5, CD11b, CD19, CD25 e CDA40, além do controle isotipico 1gG2a (BD Pharmingen). As
laminas foram mantidas em camara Umida por 2 horas e entdo foi aplicado o anticorpo biotinilado
diluido 1:100 em PBS/BSA 1%. Apds 30 min, as laminas foram encubadas com o conjugado
estreptavidina/peroxidase por 30 min para posteriormente receberem o substrato DAB (3,3’-
diaminobenzidina) (BD Pharmingen) por 3 a 5 min no escuro. Logo ap6s, foram contra coradas
com hematoxilina (Merck). Todo o procedimento de encubacéo foi realizado em camara Umida e
entre cada etapa as laminas foram lavadas com 3 banhos de PBS por 2 min cada, como descrito

previamente com adaptacdes (Hofman, 2002).

3.7.5. Determinacao dos subtipos celulares e coleta do plasma

Amostras de sangue foram obtidas 24 horas, 48 horas e 6 dias ap6s infeccdo por S. aureus
atraves de sangramento pelo plexo orbital e coletadas em tubos de 1,5 ml contendo citrato de sodio
3 % com utilizagdo de pipeta Pasteur rinsada com o mesmo anti-coagulante. As amostras foram
centrifugadas a 2000 rpm por 10 min a 4 °C e os plasmas foram coletados e armazenados em tubos
de 0,6 ml em freezer - 20 °C. No sexto dia, os camundongos foram sacrificados e fragmentos do
figado, baco e pulmdes foram coletados, colocados em placas de Petri contendo 5 ml de PBS e
macerados com o pistilo de uma seringa estéril. Macerados do figado e dos pulmdes foram
digeridos com colagenase (solugdo de 100 Ul/ml) em 5 ml de meio RPMI contendo soro fetal

bovino 10 % no banho-maria a 37°C por 40 minutos. Os macerados dos trés érgdos foram filtrados
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em uma tela de 70 um (BD Biosciences, Heidelberg, Germany) para tubos de 15 ml. As
suspensdes de células obtidas do figado, baco e pulméo foram centrifugadas por 8 min a 1000 rpm
e 4°C. Apds descarte do sobrenadante, os eritrocitos foram removidos pela adicdo de tampédo de
lise Tris/NH4Cl em um pH de 7,65 e as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640
(Gibco). A viabilidade celular foi determinada por meio do método de excluséo por trypan blue e
as células passaram novamente por centrifugacdo por 8 min a 1000 rpm e 4°C. O sedimento de
células foi entdo ressuspendido em tampéo de marcacgédo (PBS, soro fetal bovino 3% e azida sddica
0,005%) a 4°C numa concentragdo de células de 2x10" células/ml.

Suspensdes celulares a 10° (50 pl) foram adicionadas aos tubos contendo os anticorpos nas
diluicdes recomendadas pelo fabricante e foram encubadas por 20 minutos em banho de gelo para
mais tarde serem acrescentados 400 ul de tampdo de marcacdo. Finalmente, a suspensao celular foi
mantida no gelo até a analise por citometria de fluxo. Os subtipos celulares foram mensurados por
meio de citdmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson), utilizando o “gate” indicado para
tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) (Figura 4) e os seguintes critérios: neutréfilos — gate R3,
CD11b" e CD69"; macrofagos — gate R5, CD4", CD40" e CD3’; células T CD4 — gate R2, CD3" e
CD4"; células T CD8 — gate R2, CD3" e CD8a"; células B — gate R2 e gate R4 (CD19"). Foram
utilizados os seguintes anticorpos: PerCP controle isotipico IgGlk; PE controle isotipico 19G3k;
FITC controle isotipico 1gGlxk; PerCP anti-CD3; PerCP anti-CD69; FITC anti-CD19; FITC anti-
CD80; FITC anti-CD40; FITC anti-CD8a; PE anti-CD152; PE anti-CD11b; PE anti-CD4

(Pharmingen, USA).
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Figura 4. Gates utilizados. Modelos de gates utilizados para bago, figado e pulmdes visando
separar as populacdes celulares (R1 — linfocitos, granuldcitos e macréfagos), (R2 — linfécito T
auxiliar — CD4" e linfécito T citotoxico — CD8"), (R3 — granuldcitos — CD11b* e CD69%), (R2 e R4
— células B — CD19%) e (R1 e R5 — macrofagos — CD4", CD40" e CD3") (10000 eventos por
amostra);
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3.7.6. Perfil e cinética de producao de citocinas e 0xido nitrico (NO)

Fragmentos de figados e pulmdes foram homogeneizados em solugdo salina de Hanks
(HBSS) contendo inibidor de protease (100 pl/10 ml; Sigma-Aldrich Co) na proporgéo de 0,1 g de
tecido para cada ml de solucgdo, posteriormente as amostras foram centrifugadas a 25000 rpm a
4°C para coletar o sobrenadante, que entdo foi armazenado em aliquotas de 100 pl em freezer
-80°C. Amostras de plasma foram obtidas em diferentes periodos apds infeccdo por S. aureus
(24 horas, 48 horas e 6 dias). A ligacdo dos anticorpos foi detectada por meio do complexo
estreptoavidina-biotina peroxidase (Southern Biotechnology Associates), TMB e H,0,. A reacdo
foi interrompida com a utilizacdo de acido sulfarico 1 M, de acordo com as especificacdes do
fabricante (R&D). As placas foram lidas em leitor de microplacas (Spectramax 190 - Molecular
Devices) no comprimento de onda de 450 nm. As amostras foram comparadas com a curva padrao
de anticorpo recombinante IL-1a, IL-10, TNF-a e IFN-ye os valores foram expressos na
concentracdo de pg/ml. Os niveis de NO nos homogeneizados dos figados e pulmdes dos animais
infectados por S. aureus também foram avaliados por meio do método de Griess. Um volume de
100 ul das amostras foi retirado e a ele foram adicionados 100 ul do reagente de Griess
(sulfanilamida 1 % p/v em &cido fosférico HsPO, 5% + a-naftil-etilenodiamina 0,1% v/v em
agua). As placas foram lidas em leitor de microplacas no comprimento de onda de 540 nm. A
concentragdo de nitrito nas amostras foi calculada a partir da curva padrdo com concentragdes

conhecidas de nitrito de sédio NaNO,.

3.7.7. Deteccao de anticorpos IgM, 1gG1 e IgG2a

No sexto dia de infeccdo, amostras de sangue foram coletadas por meio do plexo orbital de

camundongos dos trés grupos CT, AT e SP. Os soros dos animais foram obtidos e utilizados para a
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avaliacdo da resposta imune humoral, e dos isoOtipos presentes (IgM, 1gG1 e IgG2a), por meio do
ensaio de ELISA. Placas de 96 pocos (Maxisorp; Nunc) foram encubadas 16 horas com antigeno
total recuperado de cultura de S. aureus em tampao carbonato, pH 9,6 a 4°C. Ap0s lavar as placas
com PBS-Tween 20, foi adicionada solucé@o bloqueio (PBS contendo Tween 20 0,05%, mais soro
fetal bovino 10 %) por 2 h a 37°C. Os soros provenientes dos camundongos infectados foram
diluidos na propor¢do de 1:100 em PBS-Tween 20, colocados nas placas e incubados por 2 h a
37°C. A fim de determinar os niveis de IgM, 1gG1 e 1gG2a, foram adicionadas as placas moléculas
de anticorpo conjugadas a peroxidase anti-lgM, anti-lgG1 ou anti-lgG2a (Sigma). A reacdo se
desenvolveu com a adi¢do de 200 uM de o-fenilenodiamina OPD (Sigma) e 0,04 % de H,0,. A
reacdo foi interrompida com a adi¢do de &cido sulfurico H,SO4 5 % e as placas foram lidas em
leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) no comprimento de onda de 492

nm.

3.8. Analise Estatistica

A normalidade dos dados foi confirmada por meio do teste Kolmogorov-Smirnov. Todos
o0s resultados foram expressos por meio da média £ SEM (erro padréo). As analises estatisticas
foram feitas por meio dos testes t de students ou Mann-Whitney (quando as variaveis rejeitavam a

normalidade) em um pacote estatistico (GraphPad Prizm software®).
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4.1. Autotransplante de bago restaura a resisténcia de
camundongos BALB/c esplenectomizados submetidos a
infeccdo por S. aureus

A importancia do baco no controle da infeccdo por S. aureus foi avaliada por meio da
contagem do ndmero de unidades formadoras de colénia (UFC), no figado e nos pulmdes dos
animais infectados. A Figura 5 demonstra que um maior nimero de UFC de S. aureus foi
observado no grupo SP em comparagdo com o0s grupos CT e AT, tanto no figado quanto nos
pulmdes, e que o numero de UFC de S. aureus nestes dois érgdos é similar nos grupos CT e AT
apos infeccdo. Nossos resultados sugerem que autotransplante de baco pode restaurar a resposta
imune frente a infeccdo por S. aureus apos esplenectomia a niveis similares aqueles observados no

grupo controle (Figura 5).

o S

PULMAO | SP- H
CT- —
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FIGADO | sP- — *
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0 2 H 6

Numero de CFU (Ln)

Figura 5. Autotransplante de baco restaura a resisténcia de camundongos BALB/c
esplenectomizados submetidos a infeccdo por S. aureus. Grupos de camundongos BALB/c
foram infectados com S. aureus (5 x 10° UFC/camundongo), 30 dias apds cirurgia. No sexto dia
apos infeccdo, o nimero de UFC nos pulmdes e no figado foi determinado. Os resultados indicam
a média de um total de 5 camundongos e sdo representativos de trés experimentos independentes.
CT = grupo controle operacdo simulada, SP = grupo esplenectomizado, AT = grupo
autotransplantado. « p < 0.05, significativo versus grupos CT e AT.
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4.2. Atividade de MPO e NAG em homogeneizados de pulméao de
camundongos BALB/c ¢ aumentada com infec¢do por S. aureus

A média das quantidades relativas de mieloperoxidase (MPQ) presente nos pulmdes, uma
medida indireta da presenca de neutréfilos, foi maior nos camundongos do grupo SP (0,92 + 0.09
absorbancia/100mg de tecido), quando comparado aos grupos CT (0,74 + 0.1) e AT (0,75 + 0.09),
porém esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura 6A). A média das quantidades
relativas de N-acetilglicosaminidase (NAG), uma medida indireta da presenca de macréfagos, foi
maior nos pulmdes dos camundongos do grupo SP (1.07 + 0.06), quando comparado aos grupos
CT (0.91 £0.02) e AT (0.98 + 0.04) (Figura 6B). Estes dados sugerem uma maior resposta imune

inflamatoria nos pulmdes de camundongos esplenectomizados apds infeccdo por S. aureus.
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Figura 6. Atividade de MPO e NAG em homogeneizados de pulméo de camundongos
BALB/c é aumentada com infeccdo por S. aureus. O acimulo de neutrofilos (A) e macréfagos
(B) nos pulmdes de camundongos BALB/c foi avaliado também por meio dos métodos indiretos
baseados nas atividades de MPO e NAG, respectivamente. As barras representam a média dos
valores de absorbancia de cinco camundongos ndo infectados (barra branca) e seis camundongos
infectados por S. aureus (barra cinza). ¥ p < 0,05 versus camundongos nao infectados. # p < 0,05
versus grupos CT e AT. Os resultados indicados apresentam os valores de um experimento
representativo entre trés experimentos independentes, que tiveram resultados semelhantes.
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4.3. Camundongos esplenectomizados apresentam maior acumulo
de macrofagos e neutrofilos nos pulmbes e a realizacdo de
autotransplante de baco induz o aumento de células CD19"
apos infeccéo por S. aureus

A resposta inflamatdéria nos pulmdes, induzida pela infeccdo com S. aureus em
camundongos dos grupos CT, AT e SP, foi também investigada pela medida das areas dos
infiltrados inflamatorios e pela deteccdo de leucocitos por meio de imunohistoquimica e citometria
de fluxo. O grupo SP mostrou maior expansdo de infiltrado inflamatorio nos pulmdes (0,22 +
0,01), que foi estatisticamente significativo com relagdo ao grupo CT (0,12 + 0,01), mas néo
diferiu quanto ao grupo AT (0,20 + 0,02) de acordo com a média da relacdo entre a medida das
areas dos infiltrados inflamatorios e o campo analisado (Aii/A;) (Figura 7).

Uma maior densidade de células marcadas para CD25 e CD40 foi observada nos pulmdes
dos camundongos pertencentes ao grupo SP quando comparado aos grupos CT e AT. Por outro
lado, houve maior densidade de células marcadas para CD19 nos pulmdes dos camundongos do
grupo AT quando comparado aos grupos CT e SP (Figura 8 e Tabela 1). A analise por citometria
de fluxo, mostrou maior influxo de neutrdfilos (gate R3, CD11b* e CD69") e macrofagos (gate R5,
CD4", CD40" e CD3) no grupo SP, quando comparado aos grupos CT e AT. No entanto,
confirmando os resultados de imunohistoquimica, a porcentagem de células B (gate R4 e CD19")
foi maior no grupo AT quando comparado aos grupos CT e SP (Figura 9).

Tomados em conjunto, estes dados indicam diferencas nos infiltrados inflamatorios
observados nos grupos AT e SP, e sugerem que a esplenectomia predispbe a uma maior
susceptibilidade a infeccdo por S. aureus que é acompanhada por maior resposta inflamatéria nos

pulmdes dos animais submetidos a este procedimento cirdrgico.
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Figura 7. Maior area de infiltrado inflamatério nos pulmbes de camundongos BALB/c
esplenectomizados apdés infeccdo por S. aureus. Fotomicrografia demonstrando a area de
infiltrado inflamatério nos pulmdes dos camundongos infectados por S. aureus (A, B e C). A
média da relagdo entre a medida das &reas dos infiltrados inflamatorios e o campo analisado nos
grupo CT, AT e SP esta representada no grafico (D). Os resultados sdo representativos de um total
de 100 campos analisados, 10 campos para cada corte de um total de 10 cortes por grupo.
Barra (wmm) = 100 um. CT = grupo controle, SP = grupo esplenectomizado e AT = grupo
autotransplantado. x p < 0.05 versus grupos SP e AT.
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Figura 8. Detec¢do de células positivas para os marcadores CD19, CD25 e CD40 em cortes de
pulméo de camundongos BALB/c infectados por S. aureus. Fotomicrografia demonstrando a
presenca dos marcadores de superficie nos pulmdes de camundongos dos grupos CT = controle,
SP = esplenectomizado e AT = autotransplantado apds infeccdo por S. aureus. Dados séo
representativos de um experimento utilizando 5 animais infectados.

Tabela 1. Proporcio de laminas positivas para os marcadores de superficie
presentes nos pulmoes dos camundongos infectados por S. aureus

marcador cT? sp® AT ¢
CD19 @/5)" (U/5) 4/5)*
CD25 (2/5) (5/5) * (2/5)
CD40 (1/5) (4/5) * (1/5)

“cr= grupo controle
o SP = grupo esplenectomizado
“AT= grupo autotransplantado

d_. A . . _ .
numero de laminas positivas em cinco laminas examinadas
* p<0,05, significativo quando comparado com os outros grupos
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Figura 9. Porcentagem de neutrofilos, macrofagos e células B nos pulmdes de camundongos
BALDB/c infectados por S. aureus, por meio de citometria de fluxo. Utilizando os gates
indicados em materiais e métodos obtivemos a porcentagem de neutréfilos (gate R3, CD11b" e
CD69%) (A), macrofagos (gate R5, CD4", CD40" e CD3) (B) e células B (gate R4 e CD19%) (C)
nos pulmdes de camundongos ndo infectados (barra branca) e nos pulmdes de camundongos
infectados por S. aureus (barra cinza). ¥ p < 0,05 versus camundongos nédo infectados. # p < 0,05
versus outros grupos estudados. Os resultados indicados representam um experimento com 5
camundongos infectados por S. aureus e 5 camundongos injetados com PBS e sdo representativos
de trés experimentos independentes.
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4.4. Camundongos esplenectomizados e infectados apresentam
maior expressdo de CTLA-4 no figado e a realizacdo de
autotransplante de baco induz um influxo de neutrofilos
similar ao observado no grupo controle

Granulomas foram observados nos lobos hepaticos dos camundongos dos grupos CT e AT,
porém, o numero destes granulomas estava bastante reduzido no grupo SP (Figura 10 e Tabela 2).
A anélise por citometria de fluxo demonstrou menor porcentagem de CTLA-4, uma molécula
conhecida por sua capacidade de imunoregulacdo (Bour-Jordan & Bluestone, 2002) (Figuras1l1A e
11B) e maior porcentagem de neutrofilos (gate R3, CD11b" e CD69") (Figura 11C) nos grupos CT
e AT, ap0s infeccdo por S. aureus. Estes resultados sugerem um maior influxo de neutrofilos para
o figado dos camundongos dos grupos CT e AT quando comparado com os camundongos do
grupo SP e uma auséncia de resposta imune eficiente, de contencdo da infecgcdo por S. aureus, no

figado de camundongos do grupo SP.
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Figura 10. Formacéo de granulomas no figado de camundongos infectados. Fotomicrografia
demonstrando granulomas formados no parénquima hepéatico de camundongos dos grupos CT e
AT ap6s infeccdo por S. aureus. Os resultados sdo representativos de um total de 10 cortes por

grupo, conforme exemplificado na Tabela 2.

Tabela 2. Numero de granulomas no figado de camundongos infectados por S. aurens

Camundongo CT? SpP AT®
cortel  cortel cortel  cortel cortel  cortel
1 0 1 1 1 1 6
2 8 3 0 0 1 0
3 6 6 0 0 4 1
4 4 3 0 0 3 5
5 3 4 0 0 1 1
Nimero médio (38+08) (0,2+0,1)* (23£06)

de granulomas

* CT = grupo controle

"sp= gripo esplenectomizado

* AT = grupo autotransplantado

* p < 0,05, significativo versus grupos CT e AT.
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Figura 11. Porcentagem de neutrofilos e células CTLA-4" presentes no figado de
camundongos BALB/c. Diagramas de citometria representam um camundongo infectado de cada
grupo (A). Utilizando os gates indicados em materiais e métodos obtivemos a porcentagem de
células T (gate R2, CD3") que expressaram CTLA-4 (A e B) e neutrdfilos (gate R3, CD11b" e
CD69") (C) no figado de camundongos BALB/c.  p < 0,05 versus camundongos n&o infectados.
# p < 0,05 versus outros grupos estudados. Nas Figuras A e B, os resultados indicados representam
um experimento com 5 camundongos infectados por S. aureus. Na Figura C, ndo infectados (barra
branca) e infectados por S. aureus (barra cinza), os resultados indicados representam um

experimento com 5 camundongos infectados por S. aureus e 5 camundongos injetados com PBS.
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4.5. Infeccdo por S. aureus causa aumento semelhante de células B,
células T, macrofagos e neutrofilos no tecido esplénico de
camundongos autotransplantados e controle

A seguir, foi avaliada a distribuicdo de leucdcitos (CD4, CD5, CD11b e CD19), bem como
marcadores de ativacao celular (CD25 e CD40) nos fragmentos esplénicos transplantados, a fim de
comparar com o perfil de células encontrado no baco dos camundongos CT. A andlise por
imunohistoquimica demonstrou semelhancga nos niveis de expressdo das moléculas de superficie
citadas acima, no baco de camundongos dos grupos CT e AT apds infeccdo por S. aureus
(Figura 12). Nas andlises por citometria de fluxo, as porcentagens de células T auxiliares (gate R2,
CD3" e CD4"), células B (gate R4 e CD19%), macrofagos (gate R5, CD4*, CD40" e CD3) e
neutréfilos (gate R3, CD11b* e CD69") aumentaram no bago dos camundongos infectados com
S. aureus quando comparado aos camundongos ndo infectados, enquanto a quantidade relativa de
células T CD8 (gate R2, CD3" e CD8") n3o se alterou. Foi observada uma maior porcentagem de
células B no grupo AT em relacdo ao grupo CT nos animais ndo infectados, mas apos infeccao, a
quantidade de células B para os dois grupos foi estatisticamente semelhante (Tabela 3). Apesar de
ter sido observada uma tendéncia de menores proporcbes de células T CD4, macréfagos e
neutréfilos no grupo AT em relacdo ao grupo CT, esta diminuicdo ndo ocorreu em niveis
significativos. Estes resultados sugerem que o tecido autotransplantado aparenta capacidade de
montar uma resposta imune com ativacdo e proliferagdo celular semelhante ao bago de
camundongos controle e estdo de acordo com os resultados obtidos previamente pelo nosso grupo
com relacdo as caracteristicas histoldgicas do tecido esplénico autotransplantado (Nunes et al.,

2005 — anexo 1).
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controle CDh4 CD5 CD11b

Figura 12. Coloragdo por imunohistoquimica de cortes do ba¢o de camundongos BALB/c
infectados por S. aureus. Fotomicrografia demonstrando a presenca de marcadores de superficie
no baco de camundongos dos grupos CT e AT apos infeccdo por S. aureus. Foram utilizados
anticorpos especificos controle isotipico anti-lgG2a, anti-CD4, anti-CD5, anti-CD11b, anti-CD19,
anti-CD25 e anti-CD40. Os resultados indicados sdo representativos de trés experimentos
utilizando 5 camundongos infectados por S. aureus em cada grupo.
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Tabela 3. Diferencas na porcentagem dos subtipos celulares no baco dos camundongos

infectados e nao infectados por S. aureus.

Subtipos celulares CT® AT ’
Nioinfectado Infectado Nio infectado Infectado
Célula T CD4 2809+1,9 3533+ 18% 2458+ 17 3165+1,2%
Célula T CD8 56207 520205 5,96 +0,8 5,03£0,8
Células B 1241 £0,6 27 71+27% 23,7"011,6# 3362+1,8%
Macréfagos 1671 £0.8 21,77+4.2% 1595214 2070+£1,7%
Neutréfilos 496£0,7 9,51£17% 446105 862+07%

# CT = grupo controle
bAT= grupo autotransplantado
* p<0,05, significativo versus camundongos néo infectados

i“*p < 0,05, significativo versus grupo CT
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4.6. Infeccdo de camundongos esplenectomizados por S. aureus
induz um perfil de resposta imune que favorece a disseminacgao
da infeccdo, com baixos niveis de IFN-y, IL-1la e NO, e altos
niveis de 1L-10

Camundongos dos grupos CT e AT apresentaram niveis elevados de IFN-y e IL-1a no
plasma quando comparados aos camundongos do grupo SP, ap6s infecgdo por S. aureus (Figuras
13A e 14A). Tanto nos pulmdes quanto no figado, o grupo CT apresentou 0s niveis maiores de
IFN-y sendo que o grupo AT apresentou niveis de producdo intermediérios desta citocina nos
pulmdes (Figura 13B). Seguindo um perfil semelhante ao observado para a producao de IFN-y, 0s
niveis de NO observados no figado e nos pulmdes dos camundongos infectados foram superiores
para 0 grupo CT com relacdo aos grupos AT e SP, com o grupo AT apresentando niveis
intermediarios de NO e o grupo SP tendo os menores niveis (Figura 15). N&do conseguimos
detectar niveis de producdo de 6xido nitrico no plasma dos camundongos infectados. Os niveis de
producdo de IL-1a nos pulmdes dos camundongos infectados foram baixos nos trés grupos CT,
AT e SP, porém, no figado foi observada maior producdo de IL-1a nos camundongos do grupo
CT, sendo que novamente o grupo AT apresentou niveis intermediarios de producédo (Figura 14B).
Os niveis de IL-10 no plasma foram significativamente maiores nos camundongos do grupo SP 24
horas apo0s infeccdo quando comparado com o grupo CT (Figura 16A), engquanto que 0S
homogeneizados dos pulmdes apresentaram niveis elevados de IL-10 no grupo SP quando
comparado a ambos os grupos, CT e AT (Figura 16B). A producdo de TNF-a no plasma dos
camundongos do grupo SP foi maior quando comparado a producéo observada em camundongos
dos grupos CT e AT (Figura 17A). Com relacdo aos pulmdes e figados, a produgdo de TNF-a foi
maior no figado e menor nos pulmdes dos camundongos do grupo SP quando comparado aos

grupos CT e AT (Figura 17B).
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Figura 13. Niveis de IFN-y no plasma, figado e pulmdes de camundongos BALB/c infectados
com S. aureus. Os niveis de IFN-y produzidos no plasma (A), pulmdo e figado (B) de
camundongos BALB/c infectados por S. aureus foi avaliado por meio do método de ELISA para
dosagem de citocinas. 4 p < 0.05, versus grupos CT e AT. # p < 0.05, versus grupo CT. Os
resultados indicados sdo representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 14. Niveis de IL-1a no plasma, pulméo e figado de camundongos BALB/c infectados
com S. aureus. Os niveis de IL-la produzidos no plasma (A), pulmdo e figado (B) de
camundongos BALB/c infectados por S. aureus foi avaliado por meio do método de ELISA para
dosagem de citocinas. x p < 0.05, versus grupos CT e AT. # p < 0,05, versus grupo CT. Dados
representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 15. Niveis de NO produzidos em camundongos BALB/c em resposta a infecgdo por
S. aureus. Os niveis de NO produzidos no pulmdo e no figado de camundongos BALB/c
infectados por S. aureus foi avaliado por meio do método de Griess. # p < 0.05, versus grupos CT
e AT. # p < 0,05, versus grupo CT. Dados representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 16. Niveis de IL-10 no plasma, pulmao e figado de camundongos BALB/c infectados
com S. aureus. Os niveis de IL-10 produzidos no plasma (A), pulmdo e figado (B) de
camundongos BALB/c infectados por S. aureus foi avaliado por meio do método de ELISA para
dosagem de citocinas. % p < 0,05, versus grupos CT e AT. # p < 0,05, versus grupo CT. Os
resultados indicados séo representativos de trés experimentos independentes.
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Figura 17. Niveis de TNF-a no plasma, pulméo e figado de camundongos BALB/c infectados
com S. aureus. Os niveis de TNF-a produzidos no plasma (A), pulmdo e figado (B) de
camundongos BALB/c infectados por S. aureus foi avaliado por meio do método de ELISA para
dosagem de citocinas. « p < 0.05, versus grupos CT e AT. Dados representativos de trés
experimentos independentes.
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4.7. Autotransplante de baco restaura parcialmente a resposta
iImune humoral apos infecgdo por S. aureus em camundongos
esplenectomizados

Diferencas significativas entre os grupos CT, AT e SP foram observadas nos niveis de
anticorpos anti-S. aureus detectados no soro dos camundongos infectados. O grupo CT apresentou
0s niveis maiores de IgM, 1gG1 e IgG2a quando comparado aos grupos AT e SP. O grupo AT
apresentou niveis intermediarios para IgM e IgG1l, enquanto o grupo SP apresentou 0s niveis
menores. N&o ocorreram diferencas significativas entre os grupos AT e SP com relacdo aos niveis
séricos de IgG2a (Figura 18). Estes resultados indicam que autotransplante de baco auxilia na

montagem de uma resposta imune humoral capaz de responder a infeccdo por S.aureus.
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Figura 18. Efeito da esplenectomia nos niveis de anticorpos especificos anti-S. aureus
produzidos no soro de camundongos BALB/c infectados. Camundongos foram infectados pela
via endovenosa com 5 x 10° UFC de S. aureus 30 dias ap6s a cirurgia. Anticorpos das classes IgM,
IgG1 e 1gG2a especificos para antigenos de S. aureus foram avaliados no soro 6 dias apos infeccéo
por meio do método de ELISA. Os resultados apresentam a média de seis camundongos de um
experimento representativo entre trés experimentos com resultados semelhantes. 4 p < 0.05,
versus grupos CT e AT. # p < 0.05, versus grupo CT.

54



DISCUSSAO

DISCUSSAO



DISCUSSAO

Durante muito tempo o baco foi considerado um 6rgéo supérfluo e ndo essencial a vida
(McClusky et al., 1999). Atualmente, apesar de ainda ocorrerem cirurgias de retirada deste 6rgao
em muitas patologias onde o procedimento pode ser justificado, persiste o tratamento de remocéo
cirurgica em situacdes onde a preservacdo seria a melhor opcdo. Um exemplo marcante disto se
situa em relatos de esplenectomia em pacientes acometidos por trauma esplénico e acidentes
iatrogénicos, situacbes muito comuns no dia-a-dia de qualquer centro cirurgico (Christo, 2001,
Peitzman, et al., 2001). Existem alternativas de preservacdo do tecido esplénico, que consistem
desde esplenectomia parcial até transplante autdlogo do 6rgdo visando a manutencdo das
atividades esplénicas, tais como, filtracdo do sangue para retirada de eritrocitos senescentes,
reciclagem de ferro e resposta imune (Mebius & Kraal, 2005).

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia do baco no combate a infeccéo
causada por Staphylococcus aureus, um patdgeno oportunista reconhecido como um dos principais
agentes causadores de infeccBes hospitalares (Rooijakkers et al., 2005). Para isso, avaliamos
alguns dos parametros importantes no entendimento de caracteristicas da resposta imune em
camundongos sujeitos a esplenectomia (grupo SP) ou sujeitos a esplenectomia e autotransplante de
baco no retroperitdnio (grupo AT), sitio eletivo para 0 nosso grupo devido a facilidade técnica no
procedimento cirargico e o menor risco de complicag¢fes, quando comparado a outros sitios intra-
abdominais (Nunes et al., 2005).

Resultados de contagem de UFC em animais esplenectomizados e infectados por bactérias
tém sido controversos na literatura. Utilizando um modelo de infec¢do por meningococcus em
camundongos BALB/c, Loggie & Hinchey demonstraram que animais esplenectomizados
apresentaram numero de UFC no sangue em niveis similares aos observados nos animais ndo
esplenectomizados, além da sobrevida ndo ser diferente entre os dois grupos. Estes autores
sugeriram que a esplenectomia, por si s0, ndo era um fator de predisposicao para sepse (Loggie &
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Hinchey, 1986). Kuranaga e colaboradores demonstraram que a esplenectomia poderia reduzir o
crescimento de UFC de Listeria monocytogenes no figado de camundongos C57BL/6, apds
infeccdo pela via endovenosa (Kuranaga et al., 2005). O menor numero de UFC observado nos
camundongos esplenectomizados teve forte associacdo a uma maior producdo de IFN-y no figado
destes animais nas fases iniciais da infec¢do, quando comparado com o figado e o bago dos
camundongos controle sham. Uma baixa producdo de IFN-y foi relacionada ao maior crescimento
bacteriano no baco e mais tarde no figado, levando os autores a sugerir que a Listeria estaria
explorando uma resposta imune Th1 ineficiente no baco dos animais controle para depois superar a
resposta imune no figado do hospedeiro. Todavia, existem fortes evidéncias da participacdo do
baco na protecdo contra infec¢bes bacterianas, tanto causadas por bactérias Gram positivas quanto
por bactérias Gram negativas (Altamura et al.,, 2001). A infeccdo pela via intranasal por
Haemophilus influenzae resultou em maior nimero de UFC desta bactéria no sangue de ratos
esplenectomizados, quando comparado com ratos controle sham, embora o mesmo estudo tenha
demonstrado que o tratamento com anticorpos anti-constituintes da capsula de H. influenzae,
quando utilizado em doses elevadas, resultou em niveis de UFC semelhantes nos dois grupos de
animais (Rubin et al, 1988). A protecdo contra Streptococcus pneumoniae também foi avaliada em
ratos Wistar infectados pela via endovenosa, por Nielsen e colaboradores. Foi observado que o
indice de sobrevivéncia nestes animais teve correlacdo positiva com o aumento do peso de tecido
esplénico residual observado, ou seja, a sobrevida foi maior nos ratos controle sham e
autotransplantados com cem por cento da massa esplénica, seguidos por: ratos com esplenectomia
parcial, ratos com autotransplante de cinquenta por cento da massa esplénica e ratos apenas
esplenectomizados (Nielsen et al, 1983). Nossos resultados de contagem do UFC sugerem que 0
autotransplante de baco pode restaurar a resposta imune frente a infeccdo por S. aureus apds

esplenectomia a niveis similares aqueles observados no grupo controle.
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Observacéo de cortes histolégicos do figado de camundongos dos grupos CT, AT e SP,
infectados por S. aureus, mostraram que apesar do menor nimero de UFC no figado, os
camundongos dos grupos CT e AT apresentaram maior nimero de granulomas quando comparado
aos camundongos do grupo SP. Vale ressaltar, porém, que o acumulo de leucocitos nos tecidos ndo
tem necessariamente correlacdo direta com grau de infeccdo, mas sim com exacerbacdo da
resposta imune local (Limmer et al., 1998; Knolle & Gerken, 2000). Exemplificando isto,
observamos presenca de infiltrado inflamatério nos pulmdées dos camundongos infectados dos trés
grupos, e embora a area de infiltrado inflamatdrio tenha se apresentado maior nos camundongos
dos grupos AT e SP, o nimero de UFC nos pulmdes destes animais foi diferente, com o grupo AT
apresentando contagem de UFC com valores de aproximadamente um log menores em relacéo ao
grupo SP.

Devido a dificuldade de se realizar analise por imunohistoquimica no figado, ja que ha
grandes concentracdes de peroxidase enddgena neste 6rgdo, procuramos novas metodologias a fim
de buscar respostas a aparente incongruéncia entre os resultados de UFC e a contagem de
granulomas. A analise por citometria de fluxo no figado, revelou maior porcentagem de neutrofilos
nos camundongos dos grupos CT e AT quando comparado aos camundongos do grupo SP e maior
porcentagem da molécula co-estimulatéria CTLA-4 no grupo SP com relacéo aos grupos CT e AT.
Os neutréfilos sdo considerados os principais personagens no combate a infeccdo por S. aureus
devido a sua capacidade fagocitica ap0s opsonizagdo de bactérias por proteinas do sistema
complemento e anticorpos (Rooijakers et al., 2005; Foster, 2005; Xu et al., 1992). O CTLA-4 ¢
uma molécula co-estimulatoria que se liga as moléculas CD80 e CD86 (B7-1 e B7-2), assim como
0 CD28, porém, gera sinais inibitorios para a célula T induzindo tolerdncia ou anergia e
diminuicdo da proliferacdo deste subtipo celular (Walunas et al., 1994; Perez et al., 1997). Dados
encontrados na literatura permitem-nos especular um trabalho conjunto realizado pelos dois
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orgados, baco e figado, na decisdo entre resposta ou anergia frente ao contato com antigenos
provenientes da corrente sanguinea (Kosugi et al., 1992; Gregory et al., 1996). A participacdo do
baco neste trabalho conjunto torna-se fundamental ao combinar o sistema imune inato e o sistema
imune adaptativo (Mebius & Kraal, 2005). Assim, uma possivel explicacdo para os granulomas
formados no figado dos camundongos dos grupos CT e AT e quase ausentes no figado dos
camundongos do grupo SP ¢ a capacidade dos animais que possuem tecido esplénico de tornar o
figado um ambiente propicio para uma efetiva resposta imune de contencdo do avanco da infeccédo
por S. aureus, por meio do influxo e da acdo de neutréfilos e da quebra do ambiente normalmente
tolerogénico encontrado neste 6rgdo (Knolle & Gerken, 2000).

As andlises por imunohistoquimica nos pulmdes, também auxiliaram no entendimento das
diferentes respostas dos grupos de camundongos estudados ao evidenciar que os subtipos celulares
presentes nos infiltrados inflamatdrios de cada grupo apresentaram diferencas importantes em sua
composicdo. Houve maior deteccdo de células CD19" nos pulmdes dos camundongos infectados
do grupo AT, enquanto que os camundongos infectados do grupo SP apresentaram maior
marcacdo de células CD25" e CD40", marcadores conhecidos como moléculas co-estimulatorias
importantes (Paulnock, 1992; Maxwell et al., 2004), fornecendo indicios de maior ativagdo da
resposta inflamatdria nos pulmdées dos camundongos deste grupo. O CD40 quando expresso em
niveis elevados esta associado ao aumento da resposta inflamatéria e conseqliente aumento de
danos nos pulmdes (Dong et al., 2008). O CD25, apesar de ser um marcador caracteristico de
celulas T regulatorias, esta associado a ativacdo de células T CD4 (Fehérvari & Sakaguchi, 2004).
A densidade elevada destes dois marcadores nos pulmdes pode ser um indicativo de maior resposta
imune inflamatoéria como visualizado nos resultados para infiltrado inflamatdrio nos camundongos
do grupo SP. Considerando que CD19, um marcador mais conhecido por sua utilizagdo na selegédo
de células B, também é uma importante molécula co-estimulatoria, com a propriedade de induzir a
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ativacdo de proteinas do sistema complemento e a conseqiiente opsonizacdo de bactérias para a
fagocitose realizada principalmente pelos neutrofilos (Weintraub & Goodnow, 1998; Oakes,
1981). Os elevados niveis de CD19 encontrados nos pulmdes dos camundongos do grupo AT
podem representar um mecanismo imunologico auxiliar presente nestes animais, favorecendo a
acdo dos fagocitos e, conseglientemente, contendo a infeccdo por S. aureus, o que esta de acordo
com o menor numero de UFC observado neste grupo, quando comparado com o grupo SP. Com
relacdo aos pulmdes dos camundongos do grupo CT, nossa hipotese é que as bactérias foram
contidas e eliminadas de uma forma muito mais efetiva no figado e no baco destes animais e,
portanto, o infiltrado inflamatério observado nos pulmdes dos camundongos deste grupo foi menor
em relacdo aos grupos AT e SP. Estes dados foram confirmados pela analise por citometria de
fluxo nos pulmdes, que demonstrou também maior influxo de neutrofilos (gate R3, CD11b* e
CD69") e macrofagos (gate R5, CD4", CD40" e CD3") no grupo SP, quando comparado aos grupos
CT e AT, enquanto camundongos do grupo AT apresentaram maior porcentagem de células B
(gate R4 e CD19"%), quando comparado com os grupos CT e SP.

Exigiu nossa atencdo a tendéncia dos camundongos do grupo AT em apresentar valores
intermediarios de producéo de citocinas no plasma, figado e pulmdes quando comparado com 0s
grupos CT e SP. A queda na producdo de IFN-y (Maioli et al., 2007; Kuranaga et al., 2005),
associada ao aumento na producdo de IL-10 em camundongos esplenectomizados pode explicar,
em parte, a maior susceptibilidade dos camundongos deste grupo a infec¢éo por S. aureus, quando
comparado aos camundongos dos grupos CT e AT. O IFN-y aumenta as fun¢des microbicidas dos
macrofagos, além de estimular a expressao de receptores de alta afinidade para IgG e proteinas do
complemento, que estdo envolvidos na opsonizacao e fagocitose de microrganismos (Park-Min et
al., 2007). A IL-10 é um modulador essencial da resposta imune inflamatéria, sendo capaz de

inibir a atividade microbicida, em parte, por meio do blogqueio da producéo enddgena de TNF-a
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(Steinhauser et al., 1999). O TNF-a. tem demonstrado uma participacdo efetiva no combate a
infeccOes bacterianas. Trata-se de uma citocina fundamental no desenvolvimento da resposta
inflamatoria, aumentando a expressdo de moléculas de adesdo além de induzir a producdo de
quimiocinas nas células do endotélio, recrutando entdo, fagdcitos para o sitio de infec¢do. Porém,
TNF-a quando em niveis sistémicos elevados, é considerado perigoso e um risco para 0 paciente
(Baud & Karin, 2001; Alexander et al., 1991).

Os niveis elevados de TNF-a no figado podem estar correlacionados com a maior
expressdo de CTLA-4 nos animais do grupo SP, uma vez que ja foi descrita a participacdo de
TNF-a., liberado por células de Kupffer, na regulacdo da resposta de células T CD4 estimuladas
por LPS (Knolle & Gerken, 2000). Os niveis baixos de TNF-a. nos pulmdes dos camundongos
infectados do grupo SP tém forte associacdo com os elevados niveis de IL-10 e com o maior
nimero de UFC nestes animais, e estdo de acordo com dados da literatura que demonstram
importante fungéo protetora do TNF-a. em infecgfes por S. aureus (Hultgren et al., 1998; Oviedo-
Boyso et al., 2008). Lau e colaboradores demonstraram que animais que sofreram esplenectomia
apresentaram ineficiente atividade fagocitica e microbicida dos macrofagos alveolares (Lau et. al.,
1983). De fato, linfonodos pulmonares em camundongos esplenectomizados apresentam maior
quantidade de bactérias do que em camundongos controle em resposta ao desafio por pneumococo
(Hebert et al., 1994). Alguns autores demonstraram que a a¢do de IL-10, associada a sepse, pode
prejudicar a fungdo efetora de macrdfagos alveolares (Steinhauser et al., 1999).

A presenca de &cido lipoteicdico (LTA) na superficie de S. aureus permite o
reconhecimento deste patdgeno por meio dos receptores do tipo toll 2 (TLR2) (Schroder et al.,
2003). Alem disso, a participacdo de outros receptores peculiares ao baco, como 0 MARCO e o
SIGNR1, também auxiliam no reconhecimento de S. aureus. Os sinais exercidos por estes

receptores estimulam a producgéo de I1L-12 que por sua vez estimula a secrecdo de IFN-y. Os baixos
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niveis de producdo de IFN-y nos animais do grupo SP e sua maior susceptibilidade a infeccao
sugerem participagdo crucial do baco na resisténcia a infeccdo por S. aureus, confirmando dados
que indicam sua importancia na ativacdo da reposta imune contra patdgenos provenientes da
corrente sangliinea (Jouanguy et al., 1999; Mebius & Kraal, 2005).

A IL-1 é uma citocina pré-inflamatdria reconhecida como um dos principais mediadores de
alteracbes metabdlicas observadas apds trauma e infeccdo. Esta citocina apresenta efeitos
pleiotrépicos sobre o sistema imune, podendo ativar os macrofagos a exercer diversas funces, tais
como fagocitose e producdo de citocinas (Dinarello & Wolff, 1993). A IL-1 é secretada
principalmente por mondcitos, sendo que macr6fagos murinos exibem uma transicdo de IL-1B
para IL-1o na maturacdo de mondcitos para macrofagos inflamatorios (Beuscher et. al., 1992). Os
elevados niveis observados para IL-1a no plasma e no figado dos camundongos dos grupos CT e
AT, juntamente com a maior protecdo nestes animais quando comparado aos camundongos do
grupo SP, demonstram que esta citocina tem participacdo efetiva na resposta imune contra
S. aureus. A IL-1 auxilia na adesdo e na quimiotaxia de leucdcitos devido ao aumento da
expressdo de moléculas de adesdo como ICAM-1 e induz a ativacdo do “burst” oxidativo nos
macrofagos e neutréfilos, auxiliando em suas fungdes efetoras (Kirkham, 1991; Dinarello, 1996;
Guthrie et. al., 1984). A elevada producéo de NO, associada a maior producéo de IFN-y e IL-1a
nos camundongos dos grupos CT e AT, além da menor susceptibilidade encontrada nestes grupos,
quando comparado ao grupo SP, demonstra a importancia destas moléculas na resposta imune
contra o S. aureus. O NO tem demonstrado ser importante no controle tanto da septicemia como da
artrite em camundongos Swiss infectados por S. aureus (Mclnnes et. al., 1998). O desafio de
camundongos BALB/c com certas exotoxinas de S. aureus, tais como TSST-1 e SEB, induziu
sindrome de choque toxico mediada por células T nestes animais, sendo que este efeito foi

aumentado com a administracdo de inibidores da NOS (6xido nitrico sintase — enzima responsavel
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pela producdo de NO) (Florquin et. al., 1994). Todavia, componentes da parede celular de
Staphylococcus, tais como peptideoglicano e acido lipoteicdico, podem induzir faléncia multipla
de 6rgdos em ratos por meio de um mecanismo dependente de NO (De Kimpe et. al., 1995).
Portanto, a producdo de NO em resposta a infeccdo por S. aureus pode ter conseqiiéncias tanto
benéficas quanto deletérias para o hospedeiro quando nédo controlada.

Outra atividade importante do baco é a sua capacidade de produzir anticorpos especificos,
principalmente da classe IgM, em resposta a antigenos apresentados por macrofagos (Altamura et.
al., 2001). Esta capacidade nos permite fazer algumas especulacdes sobre a acao destes anticorpos
e sua importancia nos resultados de protecdo ja mencionados. A capacidade do bago de produzir
IgM e tuftsina € um mecanismo importante na ativacdo da cascata de proteinas do sistema
complemento, um importante componente da resposta imune inata que auxilia na opsonizacao
(Cooper, 1985; De Ciutiis et. al., 1978), facilitando a fagocitose, o aprisionamento e a destruicédo
de patdgenos. Assim, a possibilidade do reconhecimento de moléculas PAMPs por meio dos
receptores do tipo toll, além de outros receptores, como o SIGNR1 e o0 MARCO, presentes na
superficie dos macréfagos, € significativamente aumentada (Mebius & Kraal, 2005). Este processo
de reconhecimento de patégenos conhecido como a fase cognitiva da resposta imune, se encontra,
portanto, interconectado a resposta prévia ou concomitante no baco, capaz de reconhecer
polissacarideos presentes principalmente em bactérias encapsuladas e bactérias Gram positivas,
como S. aureus. Na resposta T independente do tipo 2, que ocorre frente a polissacarideos, a maior
parte das células B se diferencia em plasmadcitos produtores de anticorpos (Zandvoort & Timens,
2002), o que nos leva a considerar este mecanismo como um forte aliado na resposta imune
dirigida a este patogeno. De fato, observamos maior producdo de IgM e IgG1l em camundongos

que apresentaram menor susceptibilidade a infecgdo por S. aureus.
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CONCLUSOES

O autotransplante de bagco restaura a resisténcia relativa de camundongos BALBI/c
esplenectomizados frente a infeccdo por S. aureus conforme verificado nos maiores nimeros
de UFC no figado e nos pulmdes de camundongos do grupo SP quando comparado aos
camundongos dos grupos CT e AT.

A infecgdo por S. aureus causou influxo de neutréfilos e macrofagos para os pulmdes dos
camundongos dos trés grupos estudados, sendo que camundongos do grupo SP apresentaram
maior acimulo de neutréfilos e macréfagos nos pulmaes.

A resposta imune no bago parece influenciar o figado na contencdo da infecgdo por S. aureus.
Os figados de camundongos dos grupos CT e AT apresentaram resposta imune com formacéo
de granulomas que estiveram praticamente ausentes no figado dos camundongos do grupo SP.
A éarea de infiltrado inflamatorio foi maior nos pulmdes dos camundongos dos grupos AT e SP
quando comparado ao grupo CT.

Camundongos do grupo AT apresentaram marcadores celulares no baco de uma maneira
qualitativa e guantitativa semelhante a aquela observada no bagco dos camundongos do grupo
CT indicando que o tecido autotransplantado é funcional com relacdo a capacidade de montar
uma resposta imune.

Apos infecgdo por S. aureus, camundongos do grupo AT apresentaram maior quantidade de
células B nos pulmdes, quando comparados com camundongos dos grupos CT e SP.
Camundongos esplenectomizados apresentaram maior densidade de CD25 e CD40 nos
pulmdes, quando comparados com os camundongos dos grupos CT e AT, possivelmente
devido a uma maior ativacao da resposta imune inflamatoria.

Camundongos do grupo SP apresentaram perfil de producéo de citocinas e NO peculiar quando
comparado aos camundongos dos grupos CT e AT. Este perfil pode ter favorecido a

disseminacéo da infeccdo.
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e Animais dos grupos CT e AT apresentaram resposta imune humoral no baco, com elevada
producdo de IgM e IgG1, favorecendo a opsonizacao, a fagocitose e o controle da infeccéo por

S. aureus.
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Introduction

Summary

Splenectomy results in an increased risk of sepsis. The autogenous transplant
of the spleen is an option for preserving splenic functions after total
splenectomy. In this study, the capacity of animals undergoing autogenous
spleen transplantation to respond to Staphylococcus aureus infection was
investigated. BALB/c mice were divided into three groups: splenectomy fol-
lowed by autotransplantation in the retroperitonium (AT), splenectomized
only (SP) and operated non-splenectomized sham control (CT). Thirty days
after surgery the mice were infected intravenously with S. aureus. Splenecto-
mized mice had a higher number of colony-forming units (CFU) of S. aureus
in liver and lungs in comparison with either AT or with CT mice (P < 0-05).
Higher CFU numbers in lung of SP mice correlated with elevated production
of interleukin-10 associated with a lower production of interferon-y and
tumour necrosis factor-o.. However, systemically, the level of tumour necrosis
factor-ol was higher in the SP group than in CT or AT. Lower titres of specific
anti-S. aureus immunoglobulin (Ig)M and IgG1 were observed 6 days after
infection in SP mice in comparison either with the AT or CT groups. Thus,
splenectomy is detrimental to the immune response of BALB/c mice against
infection by S. aureus which can be re-established by autogenous implanta-
tion of the spleen.

Keywords: antibody response, cytokines, spleen, Staphylococcus aureus,
transplantation

splenectomies. The spleen is the organ most affected in
closed abdominal trauma, and is also highly susceptible to

Misconceptions about the spleen have hindered the develop-
ment of knowledge about its function and importance for
the organism. For a long time the spleen was regarded as a
superfluous organ, which could be removed without side
effects [1]. A change in attitude began with the description of
overwhelming post-splenectomy infection [2]. Overwhelm-
ing infection is a serious clinical situation, occurring 58
times more frequently in patients subjected to splenectomy
than in the general population, harming mainly children [3].
The adult spleen is perfused with more than 200 ml of blood
per minute and functions as a filter that prolongs contact
time of blood cells and molecules with splenic phagocytes,
thereby facilitating phagocytosis and presentation of foreign
antigens [4,5].

Evaluation of the impact of splenic autotransplantation
technique is justified due to the high incidence of total

iatrogenic injuries [6]. Haematological indications for sple-
nectomy result in high incidence of sepsis and death after
infection by Pneumococcus, Meningococcus, Escherichia coli,
Haemophilus influenza, Staphylococcus and Streptococcus
[5,7,8]. The idea of distributing spleen segments into differ-
ent sites in the abdomen is not new. It is based on splenosis,
which is the implantation of splenic tissue fragments result-
ing from trauma [9].

In order to maintain splenic function, autogenous
splenic implantation into various sites including the sub-
cutaneous tissue, retroperitoneum, rectal muscle and the
greater omentum have been described [10]. The greater
omentum has been used most commonly, but neither
histological and immunological patterns nor graft accep-
tance have been found to differ significantly between
the greater omentum and the retroperitoneum [11].
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Complications of the spleen autotransplant in the greater
omentum have been described, such as cases of torsion of
the implants, anaemia and subphrenic abscesses due to
necrosis of the implanted tissue, and the retroperitoneum
presented higher technical facility when compared with the
greater omentum [10,11].

The S. aureus, a Gram-positive bacterium that can inhabit
the skin and mucous membranes without causing patholo-
gies, can also induce possibly fatal diseases, mainly through
toxin liberation. This bacterium was chosen as infection
model due to its importance to immunocompromised
patients, being one of the most important agents causing
community- and hospital-acquired infections, including
pneumonia [12]. The critical role of neutrophils in the
defence against staphylococcal infection is supported by
recurrent infections in individuals with chronic granuloma-
tous disease and by studies with neutrophil-depleted mice
[13]. In vitro studies have shown that killing of S. aureus by
neutrophils is not optimal unless antibodies and other
opsonins are present. Clinical studies in splenectomized
patients have shown that there is an immediate and pro-
longed fall in plasma tuftzin levels, which leads to a defect in
neutrophil phagocytosis and a defective complement activa-
tion via the alternative pathway [14,15].

Interferon (IFN)-y and interleukin (IL)-10 are among
the cytokines capable of modulating the immune response,
providing activation of effector mechanisms or anergy
during the immune response against microbial antigens
[16]. IFN-y enhances the microbicidal function of mac-
rophages, and stimulates the expression of high-affinity
receptors for immunoglobulin (Ig)G and complement pro-
teins. IgG and complement molecules are involved in the
opsonization and phagocytosis of particulate microbes
[17]. IL-10 has been identified as a crucial modulator of
inflammatory responses. IL-10 inhibits bactericidal activity
in vitro by blocking endogenous production of tumour
necrosis factor (TNF)-o [18]. TNF-o has been shown to
act in combating bacterial infections. It is a key cytokine in
the development of inflammatory responses, enhancing
the expression of adhesion molecules aside from inducing
the production of chemokines in endothelial cells, and
recruiting phagocytes to the infection site. TNF-o, when
released at systemic levels, as in sepsis provoked by Gram-
negative bacteria, is considered detrimental to the host
[19,20].

The purpose of this study was to evaluate whether the
autogenous splenic graft in the retroperitoneum can restore
immunological functions of splenectomized mice during
S. aureus infection and to seek the possible mechanisms
related to the restoration of these functions. In this paper,
splenic graft is shown to modulate the number of S. aureus
and this effect could be associated with the cytokine profile
described locally and systemically, and with the serum levels
of IgM and IgGl in infected mice possessing or lacking
spleen.

Material and methods

Animals and surgical protocol

Experiments were performed with female BALB/c mice from
8 to 10 weeks old. The animals were grouped in the following
way: (i) control group (CT), 11 mice subjected to midline
laparotomy with subsequent laparorrhaphy; (ii) splenecto-
mized group (SP), 11 mice subjected to splenectomy; and
(iii) autotransplanted group (AT), 11 mice subjected to sple-
nectomy and autotransplantation in the retroperitoneum.
After anaesthesia (0-9 NaCl, 2% xylazine, 5% ketamine,
injected intraperitoneally), a midline laparotomy was per-
formed with subsequent splenectomy and binding of the
vascular pedicle and short vessels with 5-0 catgut (Shalon,
Goiania, Brazil). All operations were performed under sterile
conditions. The spleen was cut into six slices about 2-5 mm
thick and kept in physiological saline at room temperature.
In the AT group, the retroperitoneum was opened near the
left kidney, and two pieces were placed close to the large
abdominal blood vessel without fixation [11]. Skin closure
was performed using a 4-0 running polyglactin suture. In the
CT group, midline laparotomy, spleen mobilization and iso-
lation of splenic vessels with subsequent laparorrhaphy was
performed. The project was approved by the Committee for
Ethics in Animal Experimentation of the Federal University
of Juiz de Fora (no. 14/2003).

Infection and colony-forming units score

Thirty days after surgery, six mice of each group were
infected by intravenous bolus injection of 5 x 10° colony-
forming units (CFU) of S. aureus (ATCC 25923) obtained
from the National Institute of Quality Control in Health
(Oswaldo Cruz foundation, Rio de Janeiro). Animals were
then killed 6 days after infection. Lungs and livers fragments
from individual animals were homogenized in phosphate-
buffered saline (PBS), serially diluted 10-fold and plated on
mannitol. The mannitol salt agar (Oxoid, Basingstoke,
Hampshire, UK) was prepared according to the manufactur-
er’s instructions. This medium was dispensed into six-well
plates (Corning Inc., Corning, NY, USA), and incubated at
37°C. CFU numbers were counted visually after 2 days’
culture.

Myeloperoxidase assay

The relative extent of neutrophil accumulation in the lungs
was measured indirectly by assaying myeloperoxidase
(MPO) activity, as described previously [21]. Briefly, a
portion of the left lung was removed and snap-frozen in
liquid nitrogen. Upon thawing, the tissue (0-1 g of tissue per
1-9 ml buffer) was homogenized in pH 4-7 buffer (0-1 M
NaCl, 0-2 M NaPO, 0-015 M Na ethylenediamine tetraacetic
acid), centrifuged at 3000 g for 10 min and the pellet
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subjected to hypotonic lyses. After a further centrifugation,
the pellet was resuspended in 0-05 M NaPO, buffer (pH 5-4)
containing 0-5% hexadecyltrimethylammonium bromide.
Results were expressed as change in optical density (OD) per
milligram wet tissue.

N-acetylglucosaminidase assay

Infiltration of mononuclear cells in the lungs was quantified
indirectly by measuring the levels of lysosomal enzyme
N-acetylglucosaminidase (NAG) present at high levels in
activated macrophages [22]. Pellets obtained after the cen-
trifugation of lung homogenates were suspended in 2-0 ml
cooled saline containing 0-1% v/v Triton X-100, vortex-
homogenized and centrifuged at 4°C for 10 min at 1500 g.
Samples of the resulting supernatant (100 ul) were incu-
bated for 10 min with 100 ul of 2-24 mM p-nitrophenyl-N-
acetyl-B-d-glucosaminide (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), prepared in 0-1 M citrate/phosphate buffer (pH 4-5).
The reaction was terminated by the addition of 100 pul 0-2 M
glycine buffer pH 10-6. Hydrolysis of the substrate was deter-
mined by measuring the colour absorption at 405 nm. NAG
activity was expressed as change in OD per milligram wet
tissue.

Histological investigation and morphometric analysis

Lung specimens were fixed in 10% neutrally buffered forma-
lin and embedded with paraffin for haematoxylin and eosin
(H&E) staining. Histological cuts about 3 um thick were
removed from all the blocks and dyed with H&E staining.
The inflammatory infiltration area in the lungs (morpho-
metric analysis) was measured on 10 randomly chosen
microscopic fields at X100 magnification with the help of
NIH Image Analysis software (version 1-61) (Bethesda, MD,
USA) as the mean of area of inflammatory infiltrations
divided by area of field analysed (Ai/Ay).

The IFN-y, TNF-o and IL-10 detection by
enzyme-linked immunosorbent assay

Lung and liver samples were homogenized in Hank’s bal-
anced salt solution containing protease inhibitor cocktail
(100 ul/10 ml; Sigma-Aldrich) in a ratio of 0-1 g of tissue in
1 ml of the solution, and centrifuged at 2000 gat 4°C to collect
the supernatant which was stored at =70°C in 100 pl aliquots.
Blood was collected (approximately 300 pul/mouse) by retro-
orbital plexus sampling into microtubes (Axygen, Union City,
CA, USA) containing 10% final volume of 3% sodium citrate
(w/v) at different times after infection (24 h, 48 h and 6 days)
using sodium citrate-pretreated Pasteur pipettes. Plasma
samples were separated by centrifugation at 300 g for 30 min
and frozen at immediately —70°C. Spleens and spleen frag-
ments were macerated and passed through steel mesh to
obtain single-cell suspensions. The cells were washed twice

The role of spleen in S. aureus infection

with sterile PBS then cultured in RPMI-1640 medium supple-
mented with penicillin G-sodium (100 U/ml), streptomycin
sulphate (100 ug/ml), amphotericin B (250 ng/ml) and 10%
fetal bovine serum and then placed at 2 X 10° cells/well in
96-well tissue culture plates. Murine IFN-y, TNF-o.and IL-10
levels were determined in plasma, in the supernatant of sple-
nocytes and in macerated lung and liver by enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) as described by the manufac-
turer (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Specific antibody detection

Mice were bled 6 days after infection, and individual sera
were tested for antibody responses by ELISA. Plates (96-well)
(Maxisorp; Nunc, Rochester, NY, USA) were incubated over-
night with whole cell lysate S. aureus antigen at 10 plg/ml in
carbonate—bicarbonate buffer, pH 9-6, at 4°C. Then, blocking
solution [PBS containing Tween 20 (0-05%) plus 10% fetal
bovine serum| was added for 2 h at 37°C. Sera from infected
mice were diluted 1: 100 in PBS-Tween 20, added to plates
and incubated for 2 h at 37°C. To determine total serum IgM
and IgGl, plates were treated with peroxidase-conjugated
goat anti-mouse IgM molecule (1:10000; Sigma) or
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG1. The reaction
mixture was developed by the addition of 200 umol of
o-phenylenediamine (Sigma) and 0-04% H,O,. The reaction
was stopped by the addition of 5% H,SO, and plates were
then read at 492 nm using an ELISA reader (SPECTRAMAX
190; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Statistical analysis

Normality of data was confirmed by a cumulative normal
probability plot and Kolmogorov—Smirnov test. All results
are expressed as mean * standard error of the mean (s.e.m.).
Statistical analyses were performed with Student’s #-test
for parametric values or Mann—Whitney U-test for non-
parametric values using the GraphPad Prism 5-00 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

The S. aureus CFU in liver and lungs

The number of S. aureus CFU in liver and lungs of infected
BALB/c mice was evaluated 6 days after infection. Figure 1
shows that a higher number of S. aureus CFU in liver and
lungs was observed in the SP group in comparison with either
the CT group or the group splenectomized and subsequently
receiving autotransplant (AT). Our data indicate that the
number of S. aureus CFU in liver and lungs is similar in the CT
or AT infected groups, suggesting that splenic autotransplan-
tation can restore the immune response against S. aureus
infection after splenectomy.
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Fig. 1. Evidence that splenectomized BALB/c mice are more
susceptible to Staphylococcus aureus infection and that splenic
autotransplantation increases resistance to S. aureus. Groups of
BALB/c mice were infected intravenously with 5 x 10° S. aureus

30 days after surgery. At day 6 post-infection, the number of
colony-forming units per lung and liver was determined. Data
represent means of six mice from a representative experiment.

CT = control group (white bar), SP = splenectomized group (grey
bar), AT = autotransplanted group (black bar). *P < 0-05 versus CT
and AT groups.

Detection of MPO and NAG activity in lung
homogenates and morphometric analysis of
inflammatory infiltration in the lungs

The MPO and the NAG activities were assayed in left lung
homogenates of SP, AT and CT mice infected with S. aureus.
The relative quantities of MPO present in the lungs, an indi-
rect indicator of the number of infiltrating neutrophils, was
only slightly increased in the SP infected mice (0-92 *
0-09 absorbance/100 mg tissue) in relation to the AT
(0-75 = 0-09) and CT (0-74 = 0-1) infected groups (Fig. 2a).
The relative levels of NAG, an indirect indicator of the
number of infiltrating macrophages, was slightly augmented
in SP infected mice (1:07 % 0-06) in comparison with the AT
group (0-98 = 0-04) and significantly higher in comparison
with the CT (0-91 = 0-02) group (Fig. 2b). Although not
differing markedly in the MPO and NAG assays, the SP
infected mice showed expansion of inflammatory infiltra-
tions in the lungs (0-22 = 0-01 As/A,), which was signifi-
cantly greater than that observed in the CT group
(0-12 = 0-01), but did not differ from the inflammatory
infiltration area observed in the AT group (0-20 * 0-02) at
day 6 post-infection, as demonstrated by histopathology
(Fig. 2c—e).

Cytokine profile

The IFN-y, TNF-o. and IL-10 secretion induced by S. aureus
infection was quantified in plasma from the SP, AT and CT
infected groups. Cytokine production was measured by
ELISA. Higher levels of IFN-y were detected in the plasma of

the AT and the CT groups, both at 24 h and 48 h after infec-
tion, in comparison with the SP group. At 6 days of infection
levels of IFN-y increased markedly in the SP group, but did
not differ significantly from those observed in CT and AT
groups (Fig. 3a). IL-10 levels in plasma, in contrast, were
significantly higher only in SP mice 24 h after infection in
comparison with CT mice (Fig. 3b). Plasma levels of TNF-o.
were higher in SP mice after 48 h and after 6 days of infection
in comparison with both AT and CT groups (Fig. 3c). Loss of
weight was most dramatic in SP infected mice, although
also notable in the AT infected group (Fig. 3d). These data
suggest a systemic effect of increased TNF-o production in
weight loss, as shown in previous work in other diseases [23].

The IEN-y, TNF-o. and IL-10 were measured in liver and
lung homogenates 6 days after S. aureus infection. Higher
levels of IFN-y were detected in lung and liver homogenates
from the CT infected mice (3480 * 124 and 6209 * 268
respectively). IFN-y production was also higher in the
lung of AT mice (2894 * 75), in comparison with the SP
group (1093 = 39, P<0-05). Similar levels of IFN-y were
detected in liver homogenates of AT (4299 * 134) and SP
(4305 = 136) groups (Fig. 4a). Figure 4b shows that TNF-o
production was lower in the lung and higher in the liver of
SP mice (808 = 20 and 2225 * 176 respectively) in relation
to the CT (1861 =+ 56 and 1518 = 61) and AT (1689 % 50
and 1804 * 176) groups. IL-10 levels in lung homogenates
were higher in SP mice (1540 * 40) in comparison with
either the CT (920 £20) or AT groups (840 = 20)
(P < 0-05). There was no significant difference for IL-10 pro-
duction in the liver of the three groups studied (Fig. 4c).

Levels of IFN-yin supernatants of spleen cell cultures were
similar between the CT (439 £ 37) and AT (442 = 18) mice,
suggesting that the IFN-y response in implanted splenic
tissue is as efficient as in the intact spleen.

Serum levels of S. aureus-specific IgM and
IgG1 antibodies

The levels of anti-S. aureus antibodies in the serum of
infected mice differed significantly among the three groups
studied. The control group showed the highest level of
S. aureus-specific IgG1 (0-25 * 0-02) and IgM (0-72 = 0-01).
The AT group showed an intermediary level of anti-S. aureus
IgG1 (0-11 = 0-02) and IgM (0-50 % 0-03), while the SP
group showed the lowest levels of IgG1 (0-06 = 0-01) and
IgM (0-26 = 0-01) (Fig.5). These levels in the AT group,
although not as high as found in the CT group, demonstrate
the function of the humoral immune system in recipients of
autotransplant.

Discussion

The current study presents as main contribution the follow-
ing findings: (i) infection by S. aureus in splenectomized
(SP) mice resulted in higher CFU numbers in the liver and
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lungs when compared with mice splenectomized and receiv-
0-5H ing spleen autotransplant (AT) and when compared with CT
animals; (ii) analysis of the MPO and NAG assays showed
that all the groups studied presented similar influx of neu-
trophils and macrophages in lungs after S. aureus infection;
however, the morphometric analysis indicated a greater
inflammatory area in SP and AT mice compared with CT
mice; (iii) SP animals showed a lower production of IFN-yin
plasma and lungs associated with a higher production
of TNF-o. in plasma and IL-10 in lungs; and (iv) levels of
specific S. aureus IgM and IgGl production were signifi-
cantly lower in the SP group when compared with AT and
CT mice.

Results of CFU measurements in splenectomized mice
after bacterial infections have been controversial. Eskitiirk
and collaborators [24] have contested the importance of the
spleen for protection against pulmonary sepsis provoked by
intranasal infection with Pseudomonas aeruginosa. Kuranaga
et al. demonstrated that splenectomy could reduce the
growth of Listeria monocytogenes after intravenous infection
[25]. However, in our understanding, there is strong evi-
dence demonstrating the participation of the spleen in pro-
tecting against Gram-positive and Gram-negative bacterial
infections [7,8,26,27]. This is the first study showing that
autogenous implantation of the spleen can enhance the host
capacity to control S. aureus infection.

The MPO and NAG assays demonstrated that the intrave-
nous S. aureus infection caused a strong influx of neutro-
phils and macrophages into the lungs of all groups of mice
studied. The SP group had a predominant influx of macro-
phages. Morphometric analysis indicated that the area of
inflammation was greater for the SP and AT groups. This
greater inflammatory area in AT mice seems to be due in part
to a high influx of B cells (data not shown). The extension of
the inflammatory infiltrate in the lungs of the infected
animals seems to be proportional to the number of bacteria
present in the tissue. This can explain the largest infiltrate in
the SP group. The production of MPO and NAG, in spite of
showing a small increase in the SP group, did not differ
remarkably from the CT and AT groups. Our findings
suggest the possibility that there are differences in the degree

MAG activity
(OD 450nm)
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Fig. 3. Effect of splenectomy on plasma levels of interferon (IFN)-y,
interleukin (IL)-10 and tumour necrosis factor (TNF)-ot and on
weight loss after Staphylococcus aureus infection. Groups of BALB/c
mice were infected intravenously with 5 x 10° S. aureus 30 days after
surgery. IFN-vy (a), IL-10 (b) and TNF-a. (c) levels in plasma were
evaluated at different times after infection by enzyme-linked
immunosorbent assay. The body weights of infected mice were
recorded before surgery (day —30), before infection (day 0) and at day
6 post-infection. Data represent means of six infected mice. *P < 0-05

versus CT and AT groups; #P < 0-05 versus SP.
<

of activation of the cells present in the infiltrate, as those
enzymes are increased in activated cells.

To look for indicators of cell activation associated possibly
with resistance to S. aureus infection after splenectomy, we
compared the production of cytokines in SP, AT and CT
groups. Lower IFN-y and TNF-o. levels observed in the lungs
of SP mice may be associated with a reduced macrophage
activation at the site of infection which facilitates bacterial
growth. IFN-y production was similar in spleen cells after
infection with S. aureus in AT and CT mice, which suggests
that autotransplantation does not affect the IFN-y response.
The presence of lipoteicoic acid on the surface of S. aureus
enables recognition of these pathogens through Toll-like
receptor 2 [28]. Signalling by these receptors stimulates the
production of IL-12 which, in turn, stimulates secretion of
IEN-y. The low production of IFN-y by SP mice and their
greater susceptibility to infection suggest a fundamental role
of the spleen in the resistance to infection by S. aureus,
confirming findings which indicate their importance in the
activation of the immune response to blood-borne patho-
gens [29,30].

Animals of the SP group infected with S. aureus had less
production of TNF-o. in the lungs, which contrasted with the
elevated levels of this cytokine in the liver and in the plasma.
These data suggest a greater production of this cytokine at
systemic level, which is associated with the loss of weight in
these mice. Our data agree with the results observed in the
literature, which demonstrate that TNF-o. can play a protec-
tive role in infections caused by S. aureus; however, it is
damaging to the host when released into the bloodstream
[31,32].

Elevated levels of IL-10 are associated with higher S. aureus
CFU numbers detected in the lungs of SP mice, and are in
accordance with findings reported by Lau et al. [33]. These
authors demonstrated that asplenic animals have a defect in
bactericidal and phagocytic activities of alveolar macroph-
ages. In fact, pulmonary lymph nodes in splenectomized mice
are replenished with more live bacteria than in sham operated
mice in response to a pneumococcal aerosol challenge [34].
Some authors have observed that abdominal sepsis syndrome
resulted in significant impairment in alveolar macrophage
effector cell function, which is mediated, in part, by sepsis-
induced expression of IL-10. However, there is a consensus on
the importance of this cytokine in the control of immune
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Fig. 4. Effect of splenectomy on interferon (IFN)-v, interleukin
(IL)-10 and tumour necrosis factor (TNF)-o levels in lung and liver
homogenates after Staphylococcus aureus infection. Mice were infected
intravenously with 5 X 10° S. aureus 30 days after surgery. IFN-y (a),
TNF-o. (b) and IL-10 (c) levels in lung and liver homogenates were
evaluated at day 6 post-infection by enzyme-linked immunosorbent
assay. Data represent means of six mice from a representative
experiment. *P < 0-05 versus CT and AT groups; #P < 0-05 versus CT.

response, in the resolution of infection, avoiding the accumu-
lation of lesions in the tissue [35].

The spleen is vital for first-line defence, being especially
equipped for rapid humoral immune responses against
blood-borne antigens. Once coated with complement,

The role of spleen in S. aureus infection

bacteria and viruses become circulating immune complexes
[36]. The low levels of IgM and IgG1 found in the splenec-
tomized mice, both in our study and in other reports found
in the literature [4,11,26,27,36], indicate the possibility of
low opsonization or removal of immunocomplexes in the
spleen and the liver, compromising phagocytosis and micro-
bial clearance by phagocytes [37].

Sipka etal. showed that splenectomy increases the
number of neutrophils in the periphery, but the presence of
a transplanted spleen can partially counteract this effect.
However, despite the lower number of neutrophils, the
phagocytic activity of these cells seems to be higher in
autotransplanted and control animals than in splenecto-
mized mice [38]. As demonstrated previously, asplenic
patients have a higher level of circulating immune complexes
than normal subjects [39].

The incapacity of asplenic individuals to mount an appro-
priate immune response after vaccination, together with the
need for the use of antibiotics and the incidence of infections
in these individuals, is an indication of the importance of the
autotransplant approach in the case of trauma or damage to
the spleen [40,41]. Our results indicate that the spleen
autotransplant technique is an alternative strategy when
total splenectomy is inevitable and partial splenectomy is not
viable, in order to maintain splenic function and a better
prognosis in the combat of the infections caused by S. aureus
and other pathogens.
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Abstract

There is still controversy about the immunologic function of autotransplanted splenic tissue. In this
study, splenic autotransplantation was performed in the abdominal cavity of mice, and the plaque-
forming cell (PFC) assay was used to investigate the frequency of antibody-forming cells in
response to sheep red blood cell (SRBC) immunization. BALB/c mice were divided into four
groups according to the location of the autogenous graft: intraomental (10), free peritoneal sple-
nosis (FPS), retroperitoneal (RP), and nongrafted control (CT). Thirty days after surgery the mice
were immunized intraperitoneally with SRBCs, and 4 days later splenic immunoglobulin M anti-
SRBC-secreting cells were determined by counting the number of PFCs. All the immunized mice
showed increased numbers of PFCs that were about 2 logs higher than those in the the nonim-
munized controls (P < 0.005). The frequencies of anti-SRBC-producing cells in the tissues grafted
in various sites of the abdominal cavity (10, FPS, RP), in the normal spleen from nonoperated
controls (CT), or in the sham-operated control group (SCT) were not notably different
(5582 + 2475 PFC/107 cells for 10; 4849 + 1856 for FPS; 6604 + 2903 for RP; 5940 + 5029 for
CT; and 6172 £ 2203 for SCT). Similar histology with small architectural variations was observed
in all implants; less white pulp was involved, and there was more congestion in the red pulp, with
extensive sinusoids and reticular fiber proliferation. This study shows that the T cell-dependent
antibody response in implanted splenic tissues is as efficient as in the intact spleen, with no
difference between the graft sites studied. This immune response does not depend on the slight
architectural variations observed in the splenic implants.

he importance of the splenic autotransplant tech-
nique is justified by the high incidence of total
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splenectomy, the spleen being the most affected organ
during blunt trauma as well as highly susceptible to iat-
rogenic incidents.”? Since the nineteenth century sple-
nectomy has been the treatment advised after splenic
trauma, although current studies indicate that this pro-
cedure is not exempt from complications.® It is accepted
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that important alterations in hematologic physiology occur
after splenectomy, compromising the immune system.
The overwhelming postsplenectomy infection syndrome
is much more frequent in patients subjected to splenec-
tomy than in the general population, affecting children
primarily.*> Moreover, partial or complete maintenance of
the spleen preserves its important capacity for filtration of
cells and particles and can avoid alterations of the lipid
metabolism that occur after splenectomy.®” There are
still situations where splenectomy is a therapeutic option,
as for portal hypertension, but loss of splenic function is
not desirable.”® Methods for conserving the spleen have
been described, such as splenorrhaphy, partial splenec-
tomy, subtotal splenectomy, arterial ligatures, and appli-
cation of hemostatic agents.?® In situations where
complete splenectomy is inevitable, autotransplant is an
alternative for preserving a satisfactory immunologic
response.’®

Autogenous grafting of the spleen has been shown to
be a viable procedure. Scintigraphic studies have re-
vealed the presence of captive tissue in autotrans-
planted fragments,’'*'" and histopathologic analysis
has shown that the architecture of the autograft is sim-
ilar to that of normal spleen.'®™'® In addition, preserva-
tion of its phagocytic capacity and the absence of
Howell-Jolly corpuscles in peripheral blood have been
described after autotransplantation of the spleen.’”'*
Both intraperitoneal and extraperitoneal locations have
been used as implant sites for the experimental tech-
nique of autogenous spleen graft.>'8'® The most fre-
quent scenario of autotransplantation in humans
involves implanting sections of splenic parenchyma into
pouches created in the greater omentum because of the
favorable revascularization, portal drainage, and omen-
tal bacterial clearance.'®'” However, there have been
complications associated with intraomental splenic
autotransplantation, such as torsion of the implant,
anemia, and subphrenic abscesses due to necrosis of
the implanted tissue.>'® Although many studies have
attempted to elucidate the immunologic function of
autotransplanted splenic tissue, a general consensus
has not been achieved.

To learn more about the immunologic properties of
splenic implants, the present study evaluated the fre-
quencies of antibody-forming cells against sheep ery-
throcytes in immunized BALB/c mice 30 days after
splenic autotransplantation in the peritoneal cavity. Grafts
were located in the greater omentum and retroperitoneum
and as free splenosis in the peritoneal cavity. The
histologic examination of these splenic implants is also
outlined.
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MATERIALS AND METHODS

Experiments were performed with 80 isogenic mice of
the BALB/c lineage, all females, 10 to 12 weeks old.
The animals were grouped in the following way: (1)
control group (CT), with the mice not subjected to
splenectomy; (2) intraomental group (IO), with auto-
transplantation in the greater omentum; (3) free peri-
toneal splenosis group (FPS), with autotransplantation
in the peritoneal cavity; and (4) retroperitoneal group
(RP), with autotransplantation in the retroperitoneum.
An additional group of mice was used to study the ef-
fect of laparotomy on anti-sheep red blood cell (SRBC)
plaque-forming cell (PFC) responses, which we call the
sham surgery control (SCT) group. The project was
approved by the Committee for Ethics in Animal
Experimentation of the Federal University of Juiz de
Fora (No. 14/2003).

After anesthesia with phosphate-buffered saline (PBS)-
chloral hydrate (4%, 8 pl/g body weight, injected intraper-
itoneally), a midline laparotomy was performed with sub-
sequent splenectomy and binding of the vascular pedicle
and short vessels with 5.0 catgut (Shalon, Goiania, Brazil).
All operations were done under sterile conditions. The
spleen was cutinto six slices about 2.5 mm thick and keptin
physiologic saline at room temperature. In the RP group,
the retroperitoneum was opened near the left kidney, and
two pieces were placed close to the large abdominal blood
vessel without fixation. In the 10 group, two fragments were
placed in pockets of the greater omentum, where they were
sutured with 5.0 catgut. In the FPS group, two fragments
were placed loose in the peritoneal cavity without fixation
(splenosis). Skin closure was done using a 4.0 running
polyglactin suture. In the SCT group, midline laparotomy
with subsequent laparorrhaphy was performed.

A direct hemolytic plaque assay was used for estimat-
ing the number of immunoglobulin M (IgM)-producing B
cells.?®2' Seven mice of each group were immunized
intraperitoneally with 0.1 ml of a 10% SRBC suspension
(in PBS, pH 7.2) 30 days after splenic autotransplanta-
tion. Four days later the animals were sacrificed, and the
spleen or splenic autotransplants were removed. Tests
were performed in duplicate in solutions containing wa-
shed spleen cells or transplant cells in RPMI medium
(10° to 5 x 10° cells, 0.1 ml), washed SRBCs (1:3, 20 pl),
fresh guinea pig serum as a complement source (1:10,
50 wl), and 0.5% Difco agar/DEAE-dextran (250 pl). The
mixture was poured into a petri dish to form a thin,
semisolid top layer. The number of PFCs was determined
after 4 hours of incubation at 37°C and expressed as
PFCs/107 cells.
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For PFC studies from lymph nodes, single cell sus-
pensions from inguinal and periaortic lymph nodes were
prepared from nonimmunized or immunized mice killed
on day 4 after SRBC immunization. Cell viability was
determined by the trypan blue exclusion test. The
peripheral blood was obtained from the left axillary artery.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were iso-
lated from a heparinized pool (2—-3 ml/2 animals) with
Histopaque-1077 (Sigma, St. Louis, MO, USA) by density
gradient centrifugation at 1700 rpm for 30 minutes at
room temperature. PBMCs and lymph node cells were
washed twice in PBS and resuspended in RPMI 1640
medium.

For histologic evaluation, the splenic fragments were
fixed in 10% formaldehyde before processing for 14
hours and then embedded in paraffin. Histologic sec-
tions about 3 um thick were removed from all the blocks
and dyed with hematoxylin-eosin; a histochemical reac-
tion was also undertaken for reticular fibers using
ammonia silver solution. All material was evaluated by
the same observer who considered: (1) general struc-
tures of the organ and the presence of the capsule; (2)
the morphologic pattern of the white pulp, the existence
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Figure 1. Photograph of splenic implants. Splenic
fragments implanted in the greater omentum (A), free
peritoneal splenosis (B), and retroperitoneal sites

(C, D). Mice were killed by cervical displacement.
Arrow: implanted tissue.

of primary and secondary follicles, lymphocyte expan-
sion through reactivity with tingible-body macrophages,
and mitoses; (3) the condition of the red pulp and
sinusoids, evaluated mainly through the reticulum and
determining the diameter; and (4) the presence of giant
cells and epithelioid cells.

The groups tested were compared by nonparametric
analysis using the Kruskal-Wallis test. A value of P < 0.05
was considered significant.

RESULTS

Autogenous Splenic Implants

Several anatomic sites have been described as suit-
able for spleen autotransplant, including the omentum
and the peritoneum (free peritoneal splenosis).>'? In this
study autogenous spleen grafts were prepared in the
retroperitoneum and the results compared with those at
sites more commonly used (IO and FPS).

All animals that had undergone splenic autotransplan-
tation had gross evidence of viable splenic implants
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(Fig. 1). The survival rate of the transplanted mice was
97.72% (43/44). The average operating times were sim-
ilar for the groups: 7.3 £ 2.1 minutes for 10, 8.6 + 1.5
minutes for FPS, and 7.7 £ 2.0 minutes for RP. Adhe-
sions were found in 66.6% (8/12) of the 10 animals,
40.0% (4/10) of the FPS animals, and 18.2% (2/11) of the
RP animals.

Histologic Evaluation

The histologic pattern of control spleens and trans-
planted splenic fragments were evaluated 34 days after
autotransplantation. The main alterations found among
the original and transplanted spleens were in respect to
loss of the original capsule and formation of thick fi-
brous tissue on cut surfaces of the fragments as well
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Figure 2. Photomicrograph of a
retroperitoneal splenic implant.
A. White and red pulp stained with
hematoxylin-eosin. B, C. Reticulin
fibers (B) and sinusoids (C) with
proliferation of the reticulin fibers
(long arrows) stained with
ammonia silver solution. D—F.
Note the presence of giant cells
(arrowhead), immunoblasts
(circle), and macrophages
phagocytosing hemosiderotic
pigments (short arrows) in the
periphery of secondary follicles.
(A, B x 40; C x 200; D—F x 400)

as the presence of granulation tissue, giant cells, and
macrophages phagocytosing hemosiderotic pigments in
the periphery (Fig. 2). Animals with implants showed
autotransplanted tissue with a structure similar to that
of the normal spleen, but minor differences were ob-
served in all implanted groups, such as slight volume
reduction of white pulp, congested red pulp, and sinu-
soids with a more extensive but less organized pattern
and with proliferation of the reticular fibers (Fig. 2). No
significant histologic differences were observed be-
tween the original spleen and implanted splenic frag-
ments from mice stimulated with SRBCs. Epithelioid
cells, some giant cells, mitosis, immunoblasts, and
macrophages containing cellular remnants were ob-
served in the periphery of secondary follicles in SRBC-
immunized mice (Fig. 2).
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Figure 3. Immunoglobulin M (IgM) plaque-forming cells (PFC)
response in splenic implants. Mice were immunized with 2 x 108
sheep red blood cells (SRBC) 30 days after splenic autotrans-
plantation. The number of spleen cells producing anti-SRBC
antibodies was determined in the immunized (black symbols)
and nonimmunized (white symbols) groups 4 days after
immunization by counting the number of PFCs after 4 hours of
spleen cell culture. CT: control spleen; FPS: free peritoneal
splenosis implant; 10: intraomental implant; RP: retroperitoneal
implant. Bars indicate median values.

Plaque-forming Cell Assay

The hemolytic plaque assay was used to determine if
the antibody response of the autotransplanted tissue is
preserved; this response is due to the activity of the
splenic cells present in the autotransplanted tissue.
Figure 3 shows that SRBC-immunized animals had an
increase in the number of splenic anti-SRBC PFCs of
log 2 in relation to the nonimmunized animals (P <
0.0005). At day 4 after SRBC immunization, the number
of anti-SRBC PFCs per 107 splenic cells were similar in
all of the studied groups (P = 0.582): 5582 * 2475 in the
IO group, 4849 + 1856 in the FPS group, 6604 + 2903
in the RP group, and 5940 + 5029 in the control group.
To discard the possibility of any effect of laparotomy on
the PFC responses, a sham surgery group was evalu-
ated. Anti-SRBC PFC responses were evaluated 4 days
after immunization in three groups (34 days after sur-
gery in the groups that underwent operation): the sham
surgery group controls (SCT), the splenectomized/
autotransplanted group (AT), and the nonoperated con-
trol group (CT). As expected, the number of IgM-PFCs
was similar in the three groups studied: 6172 + 2203 in
the SCT group, 5305 + 585 in the AT group, and
4237 £ 903 in the CT group. The number of PFC re-
sponses in the nonimmunized animals was also similar
among these groups, at less than 100 PFCs/10” cells
(data not shown).

An additional experiment examining IgM anti-SRBC
responses in lymph nodes and peripheral blood was
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Figure 4. The IgM-plaque forming cells’ (PFCs) response in
lymph nodes and peripheral blood. Mice were immunized with 2
x 10® sheep red blood cells (SRBCs) 30 days after splenic
autotransplantation. The number of peripheral blood mononu-
clear cells (PBMCs), lymph node cells (LNs), and splenic cells
producing anti-SRBC antibodies was determined 4 days after
immunization by counting the number of PFCs. CT: nonoper-
ated control group; AT: autotransplanted in the retroperitoneum;
SP: splenectomized and nontransplanted group.

performed to analyze PFC responses in a splenectom-
ized but not autotransplanted group compared to trans-
planted animals and a control group. The three groups
studied were a splenectomized/autotransplanted in the
retroperitoneum group (AT); a splenectomized/nontrans-
planted control group (SP); and a nonoperated control
group (CT). The PFC numbers were much higher in
spleens or in splenic autotransplanted fragments than in
lymph nodes or peripheral blood. In the three groups
studied, the PFC numbers in lymph nodes were not sig-
nificantly different, although they were slightly higher in
the SP group. The PBMC anti-SRBC response was
measured as an indicator of response from both spleen
and lymph nodes. Both groups in which the spleen was
removed had a dramatic decline in PBMC-PFCs, but it
was even lower in the SP group (Fig. 4).

DISCUSSION

The most important findings of this study are the fol-
lowing: (1) The histologic and immunologic patterns at the
autotransplanted sites do not differ significantly from each
other. (2) Histologic structures observed in the implants
are similar to normal splenic tissue 34 days after surgery,
or 4 days after immunization with SRBCs. (3) The fre-
quency of cells secreting anti-SRBC antibodies in trans-
planted tissues was comparable to that found in the
original organ.
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Splenic autotransplantation is technically easy. There is
strong evidence that the autotransplanted graft is ana-
tomically viable, and its histology is similar to that of the
normal spleen.’>™'® The small histologic alterations seen
in our study, such as size reduction of the white pulp,
increased congestion in red pulp with extensive sinu-
soids, and reticular fiber proliferation, might be related to
the time elapsed between surgery and evaluation
(34 days), which is too short a time to detect complete
regeneration of the transplanted fragments. However,
similar changes in the immunoarchitecture of splenic
implants have been found to occur between 41 and 180
days in Lewis rats, suggesting that the term “mature
transplants” is a misconception.'®?22% On the other
hand, Leemans et al., demonstrated the presence of
regenerated splenic tissue 18 weeks after intraomental
autotransplantation of splenic tissue in Wistar rats, with a
largely restored white pulp.?* These discrepancies may
reflect strain- and age-related differences. Nevertheless,
it is assumed that the younger the recipient and the do-
nor, the better is regeneration and perfusion of the
regenerated splenic tissue.?*2°

Evidence exists that alterations of immunologic mark-
ers that naturally occur after splenectomy do not appear
after autotransplantation.’®2?® Close to normal serum
levels of tuftsin, properdin, IgG, and IgM have been ob-
served after autotransplantation,’”'*, as well as preser-
vation of the phagocytic capacity against pneumococci.
This is because opsonin antibodies levels are not al-
tered®®2”. However, broad conclusions based on various
microorganism clearance or host mortality studies pub-
lished to date on autotransplantation are problematic
because of the variety of animal models, infecting
organisms, infecting routes, age differences of the ani-
mals, and heterogeneous transplantation techniques®.
The present study showed that all of the autotransplanted
splenic grafts studied were immunologically active. Four
weeks after transplantation, the number of cells capable
of setting up an immune response against SRBCs is the
same as that of the original spleen. Fast adaptation and
functionality of the transplanted tissue can be decisive
factors in guaranteeing the animal with the transplant
appropriate resistance to infection.

Our data are in accord with studies in which normal
numbers of IgM PFCs were detected 3 to 4 months
after splenic implantation in both omental and subcu-
taneous transplants in rats'®. Consistent with this
assumption, a restored serum antibody response to
intravenous challenge with SRBCs was described after
intraperitoneal and subcutaneous splenic autotrans-
plantation, with no rise in the asplenic animals®’. In this
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study, PFC numbers in lymph nodes were not signifi-
cantly different among the groups studied after intra-
peritoneal immunization with SRBCs, although they
were slightly higher in the splenectomized group, which
may indicate compensation for the lost spleen. More-
over, a dramatic decline in PBMC-PFC numbers was
observed in asplenic animals, but it was even lower in
the splenectomized but not autotransplanted group.
This result suggests that there is a benefit from auto-
transplantation with respect to PFC responses after
splenectomy.

Most important is the study of how these groups re-
spond to infectious agents. Preliminary studies from our
laboratory suggest that the capacity of SP mice to
control infection caused by intracellular (Mycobacterium
bovis) and extracellular (Staphylococcus aureus) infec-
tious agents is markedly decreased in comparison to
that in the AT and CT groups (F.M. Teixeira et al.,
manuscript in preparation). The discrete architectural
alterations observed in the splenic implants do not
interfere with the T cell-dependent antibody response of
the autotransplanted tissue. This is the first study that
has measured the number of antibody-secreting cells in
splenic implants in mice and the first to use the PFC
method to describe the immunologic function of implants
in the retroperitoneum.

Several studies have tried to define the site of graft
implants, the consensus today being that the abdo-
men—more precisely the greater omentum—is the best
place, mainly owing to its venous drainage being entirely
through the portal vein®22. In our study, all the evaluated
sites had results similar to those exhibited by normal
spleen in relation to the regeneration of splenic tissue.
However, there was more formation of adhesions in the
tissue implanted in the greater omentum in this study. We
cannot formally exclude the possibility that the suture
thread used for the intraomental implants contributed to
the complications in this scenario. Furthermore, in the
case of the omentum autotransplant site, torsion of the
omentum has been described as a cause of acute
abdomen'"'® and aseptic necrosis of the graft®®. We
suspect that the same type of adhesions observed in our
model could occur in humans. The subject merits further
study.

Our results suggest that the site of autotransplantation
does not affect the antibody response. All sites studied
showed preservation of tissue architecture and functional
ability to respond to T cell-dependent antigens. The
autotransplant in the retroperitoneum had the lowest
complication rate, and its clinical application in humans
deserves attention.
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