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RESUMO

O bago age como um filtro, na medida em que remove do sangue células
sanguineas e microrganismos, bem como células cobertas por anticorpos, em
condicdes fisiologicas ou patolégicas. Por sua anatomia e localizacéo, o bacgo é
o principal érgdo envolvido no inicio da resposta imune a antigenos presentes
na circulacdo. Apesar da remocao cirurgica do bago estar associada ao risco
de infeccdo subseqlente, as indicagdes para a esplenectomia total, para
determinadas patologias, continuam existindo. Apesar disto, as conseqgiéncias
da auséncia do bago sobre os 6rgaos e sitios linfoides tém sido pouco
avaliadas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar como o sistema imune
se reorganiza na auséncia do baco, através do estudo dos efeitos da
esplenectomia em varios 6rgaos e sitios linfoides 30 dias ap6s a
esplenectomia. Nossos resultados sugerem que a retirada do baco afeta o
sistema imune de maneira global. A analise do numero de células das
principais populacdes linféides ndo demonstrou aumento do numero de
linfécitos no sangue tampouco no somatério dos o6Orgaos avaliados em
camundongos esplenectomizados (SB). No entanto, quando esses 06rgaos
foram analisados individualmente, apresentaram alteracbes no numero de
linfocitos, principalmente na MO, timo, LnM e LPe. O estudo da migragdo de
linfécitos em camundongos SB revelou uma preferéncia de células TCD4" e
TCD8" pela MO. Apesar de também migrarem para a MO, os linfocitos B se
distribuiram de uma maneira mais ampla pelos outros 6rgaos. O numero de
células expressando moléculas de ativagdo também estava modificado nos
orgaos analisados: observamos uma diminuicdo no numero de células Bia e

B2 ativadas no LPe. As células B2 presentes na MO apresentaram um perfil
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ativado. Além disso, camundongos SB apresentaram niveis reduzidos de
imunoglobulinas IgA, IgM e IgG, sendo que nesta ultima, os subtipos alterados
encontrados foram 1gG2b e IgG3. Camundongos SB apresentaram niveis
basais alterados de citocinas em extratos de tecidos da MO, timo e LnM. De
uma maneira geral camundongos SB produziram niveis reduzidos de IL-4, IL-
10 e TGF-B, porém, células dos LnM desses camundongos apresentaram uma
producdo mais elevada de IFN-y. Ao investigarmos o numero de células
produtoras de anticorpos também observamos modificacées importantes na
MO, timo e LnM. Algumas dessas alteracbes podem ser interpretadas como
mecanismos compensatorios ou de adaptacao as perturbacdes causadas pela
auséncia do baco, 6rgao envolvido em funcées imunolédgicas centrais. Esses
animais de fato se adaptam a auséncia do baco ja que eles sobrevivem e séao

capazes de produzir varios tipos de respostas imunes.
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ABSTRACT

The spleen acts as a filter, as it removes the blood cells and micro-
organisms and cells covered by antibodies in physiological or pathological
conditions. For its location and anatomy, the spleen is the main organ involved
in early immune responses to blood-borne antigens. Despite the fact that
removal of the spleen is associated with risk of subsequent infection,
recommendation for total splenectomy still exists as a therapeutic aid for certain
conditions. However, the impact of spleen removal on other lymphoid organs
has been poorly evaluated. Herein we evaluate how the immune system
reorganize its components in the absence of the spleen by studying the
splenectomy in various lymphoid organs and sites 30 days thereafter. Spleen
removal affected the immune system as a whole. There was no increase in the
number of lymphocytes, either in blood or in the sum of the evaluated organs in
splenectomized (SP) mice. However, when organs and sites were analyzed
individually, changes in the number of lymphocytes were noticed in bone
marrow (BM), thymus, mesenteric lymph nodes (MLn) and peritoneal cavity
(PC). Migration studies of injected lymphocytes in SP mice showed a trend of
TCD4" and TCD8" towards BM. B lymphocytes were more widely spread to
other organs. The number of cells expressing activation molecules was also
changed in SP mice: we observed a decrease in the number of activated Bla
and B2 cells in PC, and an increase in activated B2 cells in BM. Moreover, SP
mice showed reduced levels of IgA, IgM and 1gG, IgG2b and IgG3. SP mice
showed altered basal levels of cytokines in tissue extracts of BM, thymus and
MLn. In general, SP mice produced low levels of IL-4, IL-10 and TGF-f.
However, MLn cells of these mice showed a higher production of IFN-y. Finally,
the number of antibody-producing cells in BM, thymus and MLn were also
altered in SP mice. Our hypothesis is that some of these changes can be
interpreted as compensatory mechanisms needed for adapting to the
disturbances caused by the absence of the spleen. Adaptation does occur since
splenectomized mice survive and are able to activate several types of immune

responses.
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1. INTRODUCAO

1.1 O Baco e a cirurgia esplénica: aspectos historicos

Desde o0s tempos antigos sao atribuidas ao baco fungbes que
posteriormente foram comprovadas pela ciéncia. Contando apenas com o
recurso da observagao povos antigos descreveram esse 6rgao corretamente
sob o ponto de vista morfoldgico e funcional (Petroianu et al., 2003).

O documento mais antigo conhecido sobre o baco pertence aos chineses,
que o posicionam como um dos quatro 6rgdos do corpo responsaveis pela
defesa do organismo, pelo fornecimento de energia para outros 6rgaos e pela
digestdo. Realmente o baco esta envolvido em todas essas fungdes. A
comecar pela dita defesa, esse érgao é o maior responsavel pela remocéao de
antigenos da circulacdo através da fagocitose realizada por macréfagos
esplénicos. O baco ainda contém cerca de 25% de todos os linfocitos do
organismo, nele sdo produzidas imunoglobulinas além de citocinas. O
fornecimento de energia pode ser explicado pelo fato do bago liberar hemacias
na circulacdo de muitos mamiferos quando estes estdo em situacées que
demandam esforco sistémico. O papel do bago na digestdo pode ser
relacionado tanto a digestdo microscopica exercida pelos macrofagos
esplénicos quanto a sua participacdo na formacao de bilirrubinas (Petroianu et
al., 2003).

Na cultura hebraica, segundo livros da tradicdo histérica, o baco seria
responsavel por produzir o riso e a alegria, mas também possuiria a funcao de
triturar as impurezas do sangue. Além disso, acreditava-se que o baco também
era responsavel pela sonoléncia e pela apatia. A primeira indicagdo de
esplenectomia também pertence a histéria hebraica. A cirurgia teria sido
realizada, na época do Rei David, em 50 soldados para que estes pudessem
correr com maior velocidade. E interessante considerarmos que naquela época
a malaria e a esquistossomose mansbnica, doengcas que provocam a
esplenomegalia, eram endémicas em todo o Oriente Médio. O aumento do
baco provocaria anemia pelo armazenamento intenso de sangue e assim

explicaria a apatia e a sonoléncia observadas. Portanto, se a esplenectomia
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fosse realizada poderia aumentar o desempenho dos soldados uma vez que o
desconforto abdominal e a fraqueza, provocadas pela esplenomegalia e
anemia respectivamente, seriam resolvidas e a alegria restabelecida. Este
efeito da retirada do baco na melhora do desempenho fisico foi comprovado
pelas pesquisas realizadas em 1922. Ratos esplenectomizados eram mais
velozes e resistentes em corridas quando comparados com ratos que
possuiam o baco intacto (McClusKy et al., 1999; Wilkins, 2002; Petroianu et al.,
2003).

Segundo escritos de Erisistratus, considerado o fundador da anatomia, o
baco possuia, como Uunica fungdo, contrabalancear o figado possibilitando
equilibrio corp6reo e fazendo com que a pessoa ndo se encurvasse para a
direita. E pertinente lembrar que o aumento do bago ocorria em conseqiiéncia
da malaria e da esquistossomose, endémicas no Egito naquela época (século
Il a.C.). Assim, as dimensdes do baco eram consideradas equivalentes as do
figado (Petroianu et al., 2003; Wilkins, 2002).

O primeiro a descrever a capsula esplénica foi Highmore, mas Marcello
Malpighi, fundador da anatomia microscépica foi o responsavel pelo grande
avanco cientifico na morfologia esplénica. Seus estudos, realizados por volta
de 1686, resultaram no conhecimento sobre a capsula esplénica e suas
insergdes intraparenquimatosas sob a forma de trabéculas. Ao comparar o
baco a uma fruta, denominou o parénquima de polpa e observou sua divisdo
em duas partes, que, pela cor encontrada nos cadaveres, foram chamadas de
polpa vermelha e polpa branca. Segundo Malpighi, a polpa branca era formada
por estruturas que pareciam glandulas que, por ndo possuir ductos visiveis,
lancavam “sombras” na circulacdo sanguinea (Petroianu et al., 2003; Crosby,
1983; Wilkins, 2002)..

Outro grande momento, a ser destacado ainda sobre a histéria da
morfologia esplénica, foi quando Aschoff e Landau, em 1913, descreveram o
sistema reticuloendotelial, no qual o baco se destaca como um dos seus
orgaos mais importantes (Petroianu et al., 2003).

A respeito da histéria da fisiologia esplénica, Platdo pode ser citado.
Segundo o filésofo, o baco teria como funcao retirar as impurezas do corpo e
principalmente do figado. Desde essa época (século V a.C.) ja estava
estabelecida, no ocidente, a funcao de depuracao do organismo exercida pelo
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baco, que somente teve sua comprovacao cientifica no século XIX. Estudos
cientificos iniciados com Ecker e Von Koélliker em 1847 constataram que
corpusculos de hemacias eram removidos da circulacdo sanguinea e retidos no
baco, onde eram destruidos (Petroianu et al., 2003).

O primeiro registro de esplenectomia bem sucedida é atribuido a Adrian
Zacarelli, em 1549, que retirara o baco gigante de uma mulher de 24 anos. A
cirurgia foi rapida, conduzida sob sedagao com varias drogas, incluindo bebida
alcodlica, e a evolucao da paciente no pds-operatério foi adequada. Em 1578,
outra esplenectomia total foi documentada pelo médico Guilielmi Ballonni.
Segundo Ballonni, a operacéao foi realizada por um barbeiro e, diante da vida
normal que o paciente teve apds a cirurgia, surgiu o questionamento da
necessidade do baco para a vida. Ao longo da histéria, essa duvida ja havia
sido levantada por muitos cirurgides e pesquisadores e infelizmente continua
atual e € a principal responsavel pelas esplenectomias realizadas
indiscriminadamente (Mayo, 1928; Petroianu et. al., 2003).

Por causa das importantes funcdes atribuidas ao baco, o receio de retira-lo
ainda era grande, apesar dos bons resultados obtidos com as esplenectomias.
Assim, a partir do século XVII, foram realizados estudos em modelos animais
com o objetivo de melhorar a compreensao sobre os efeitos da esplenectomia.
Como esses estudos ndao mostraram adversidades ocasionadas pela retirada
do baco, ja que os animais continuavam vivos e aparentemente normais, 0s
pesquisadores concluiram que esse 6rgao de fato ndo era essencial a vida.
Conseqglentemente, a esplenectomia deixou de ser considerada perigosa e
passou a ser praticada amplamente ndo s6 em casos de traumatismos
abdominais, mas também em outras doencas como purpura trombocitopénica,
esferocitose, sindrome de Banti, anemia hemolitica, doenca de Gaucher entre
outras (Beer, 1928; Petroianu et al., 2003).

Esse conceito permaneceu como um paradigma até que, em 1952, um
trabalho publicado por King e Schumacker Jr. demonstrou uma correlacao
entre a auséncia do baco e a ocorréncia de “infeccées bacterianas fulminantes”
em criancas que haviam sido anteriormente esplenectomizadas por
esferocitose. A taxa de mortalidade pela infecgdo alcancava 40% dessas
criangas. (King & Schumacker, 1952; Petroianu et al., 2003). Posteriormente,

surgiu uma série de relatos de infeccbes pds-esplenectomia, quadro
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caracterizado pelo inicio subito, de curso fulminante e mortalidade elevada,
sendo 58 vezes mais freqliente em pacientes esplenectomizados do que na
populacdo em geral (Morris & Bullock, 1919; Petroianu et al., 2003).
Primeiramente a ‘“infeccdo fulminante pods-esplenectomia” (IFPE) foi
relacionada principalmente a criancas que haviam sido esplenectomizadas por
desordens hematolégicas (Horan & Colebatch, 1962). Posteriormente, em
1973, foi relatado que a “infeccao fulminante pds-esplenectomia” era observada
também em adultos e que poderia acontecer em qualquer tempo (Singer,
1973). Nos dois primeiros anos, a mortalidade varia de 50 a 75%, mas pode
ocorrer quarenta anos mais tarde (Miko, 2001).

Os principais microrganismos responsaveis pelo quadro de infeccéo
fulminante pdés esplenectomia sdo: Meningococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, sendo o Pneumococcus o principal agente causador (Singer,
1973).

Apesar da remocéo cirurgica do baco estar associada ao risco de infecg¢ao
subsequente, as indicacbes para a esplenectomia total continuam existindo
para alguns pacientes portadores de determinadas patologias como, por
exemplo, purpura trombocitopénica, esferocitose e pancitopenia (Wallace et al.,
1982; Cooper & Williamson, 1984; Peitzman et al., 2001).

1.2 O baco: aspectos anatémicos, morfolégicos e funcionais.

O baco é o segundo maior érgao linféide do organismo, apresenta forma
alongada, cor vermelho-purpura, com diametros aproximadamente de 12 x 7 x
4cm. No adulto, pesa entre 100 e 250g e é encontrado no hipocondrio
esquerdo. E o maior 6rgdo do sistema reticuloendotelial, localiza-se em uma
regiao entre a circulagao sistémica e a circulacao porta. Recebe sangue arterial
principalmente pela artéria esplénica, derivada do tronco celiaco, e a drenagem
venosa € processada através da veia esplénica, que forma a veia porta. Em um
adulto de 70Kg passam pelo parénquima esplénico 350 litros de sangue a cada
24 horas. (Petroiano et al., 2003). Esse 6rgao inicia seu desenvolvimento
proximo a sexta semana de vida fetal como uma condensacao de células

mesodérmicas. O evento inicial de formacdo das células esplénicas é o
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desenvolvimento da placa mesodérmica esplénica, derivada do mesoderma
adjacente ao estbmago e ao pancreas (Brendolan et al, 2007; Hecksher-
Sorensen et al., 2004).

O bago é envolvido por uma capsula fibrosa, de tecido conjuntivo denso,
que origina trabéculas para o interior do érgao, regido denominada polpa
esplénica. Esse compartimento é dividido em duas partes distintas: a polpa
vermelha e a polpa branca (Tischendorf, 1985). A polpa vermelha constitui a
maior parte do bago. E a regido especializada em remover eritrocitos
envelhecidos ou alterados e plaquetas. Nesse compartimento, o sangue arterial
chega pelas veias esplénicas aferentes. Dentro da polpa vermelha, ha a
formagdo de um arranjo de fibras reticulares, fibroblastos e macrofagos que
fagocitam os eritrocitos que passam pelas fibras. A fagocitose de eritrdcitos é
importante para a reciclagem do ferro (Mebius & Kraal, 2005). Apds a
fagocitose, os macrofagos funcionam como unidades recicladoras fornecendo
matéria-prima para a formacdo de novos eritrécitos. As hemacias séo
hidrolisadas nos fagossomos dos macrofagos e o grupo heme derivado dessa
lise é catabolisado em biliverdina, monéxido de carbono e fon ferroso (Fe?*).
Depois disso, o ferro é distribuido para as demais células ou estocado ligado a
ferritina (Knutson & Wessling-Resnick, 2003).

¥

Capsula

Figura 1: Corte do baco onde se observa a capsula que emite trabéculas para o
interior do 6rgdo. A polpa branca, com suas arteriolas, estd circundada por uma
linha interrompida. A polpa vermelha circunda a polpa branca e ocupa a maior parte 5
do érgéo (Junqueira & carneiro, 2004).



A anatomia da polpa vermelha ndo é adequada somente para filtrar o
sangue, pela combinagdo de um sistema de vasos venosos abertos, mas
também contém macrofagos que possuem propriedades especiais para
fagocitar e destruir bactérias e para facilitar o metabolismo do ferro. O ferro é
importante tanto para a sobrevivéncia de bactérias como do hospedeiro. Varios
patdbgenos competem pelo ferro no soro e tecidos secretando moléculas
(sidero6foros) que possuem uma alta afinidade por essa substancia se ligando a
ela e ftransportando-a de volta para a bactéria através de receptores
especificos (Ratledge, C. & Dover, L. G., 2000). Apds o encontro da bactéria
com o0 macrofago e do inicio de sua ativagdo através da sinalizacdo pelos
receptores tipo toll (TLR), os macréfagos podem secretar moléculas (lipocalina
2) que sequestram o ferro ligado aos sideroforos, limitando assim o
crescimento bacteriano. (Flo, T. H. et al., 2004). A lipocalina 2 é produzida por
varias células mieldides, mas essa producdo pode ser facilmente induzida
particularmente em macréfagos encontrados na polpa vermelha (Mebius &
Kraal, 2005).

A polpa branca consiste de tecido linféide circundado pela polpa vermelha,
sendo o compartimento imunologicamente ativo do baco. Nela sao distinguidas
trés regides principais: a bainha linféide periarteriolar (PALS), os foliculos
linféides, contidos nas PALS, e a zona marginal, que separa a polpa branca da
polpa vermelha (Van Ewijk & Nieuwenhuis P., 1985). Os linfécitos T e B
ocupam areas distintas no baco, sendo as células T encontradas
predominantemente na PALS e as células B nos foliculos linfoides. A
organizacao e a manutencao da polpa branca sao controladas por quimiocinas
especificas que atraem células T e B para seus respectivos compartimentos,
estabelecendo assim as zonas especificas da polpa branca (Mebius & Kraal,
2005). A zona marginal € uma importante area de passagem de células que
deixam a corrente sanguinea e entram na polpa branca. Além de ser uma area
de transicao, a zona marginal contem um grande nimero de células residentes
que, nao sbé possuem propriedades unicas, como também parecem depender
umas da outras para estabelecer e manter a integridade dessa regiao. Dois
subconjuntos de macréfagos podem ser encontrados nesse local. O primeiro
subconjunto, constituido de macréfagos denominados macréfagos da zona

marginal, forma um anel externo de macréfagos que se caracterizam por
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expressar uma lectina tipo C (SIGNR1) e o receptor de macréfago com
estrutura de coladgeno (MARCO). O segundo subconjunto, constituido de
macréfagos denominados macréfagos metalofilicos da zona marginal, esta
localizado mais proximo da polpa branca, forma um anel interno de macréfagos
que expressam a molécula de adeséao sialoadesina (SIGLEC1). Entre os dois
subconjuntos de macréfagos, sdo encontradas células B da zona marginal e
um subtipo de células dendriticas. Estudos indicam que células B da zona
marginal e macrofagos da zona marginal influenciam uns ao outros. Tem sido
atribuido aos linfécitos B um papel na organizacdo e integridade da zona
marginal. Além disso, estudos demonstram que o receptor de macréfago com
estrutura de colageno (MARCO), expresso em macréfagos da zona marginal, é
essencial para a retencao de linfécitos B na zona marginal (Cesta, M. F., 2006;
Elomaa, O. et al., 1995; Karlsson, M. C. et al., 2003; Martin, F. & Kearney, J. F.,
2002; Mebius & Kraal, 2005).

1.3 Componentes imunoldégicos inatos e adaptativos do baco

O bago age como um filtro, na medida em que remove do sangue células
sanguineas e microrganismos, bem como células cobertas por anticorpos, em
condicdes fisiolégicas ou patoldgicas (Wolf et. al., 1999). Por sua anatomia e
localizacdo, o bago é o principal 6rgdo envolvido no inicio da reatividade
imundlogica a antigenos presentes na circulacao (Tischendorf, 1985).

Uma das atividades importantes de um 6rgao linféide secundario € iniciar a
reatividade imunolégica a antigenos drenados para esse sitio (Van den
Eertwegh et al., 1994). No bago, os componentes da reatividade imune inata e
adaptativa podem ser eficientemente ativados tornando-o um érgao importante
para a homeostase imunoldgica (Mebius & Kraal, 2005). Células residentes na
zona marginal expressam receptores especificos, alguns dos quais exclusivos
para essa regidao, que contribuem para uma eficiente captura de antigenos e
patdgenos presentes no sangue (Gordon, S., 2002). SIGNR1 e MARCO séao
receptores especificos da zona marginal que, juntamente com receptores do
tipo toll (TLR), reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs). O SIGNR1 se liga a antigenos de polissacarideos, tais como
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lipoarabinomanana, que esta presente na superficie da Mycobacterium
tuberculosis, levando a internalizacdo e a degradacao do patdgeno. SIGNR1
possui importdncia crucial na captura e destruicdo de Streptococcus
pneumoniae além de infecgdes virais (Geijtenbeek, T. B. et al. 2002; Kang, Y.
S. et al., 2003). O receptor MARCO pode reconhecer varios patégenos, entre
eles Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Existe um reconhecimento
complementar entre os receptores SIGNR1 e MARCO por esses patdgenos
(Elomaa, O. et al., 1995).

Macréfagos metalofilicos da zona marginal, que expressam a molécula de
adesdo SIGLEC1, sédo os principais produtores de interferon-a e B apds o
contato sistémico com virus. Curiosamente, os macréfagos da zona marginal
sao caracterizados pela falta de expressao de MHC II. Assim, foi proposto que
a ativacao subsequiente de células B da zona marginal ocorre pelo contato com
produtos degradados do patégeno que foram opsonizados pelo complemento
(Mebius & Kraal, 2005).

As células B da zona marginal detectam com eficiéncia patégenos
presentes no sangue e se ativam de maneira rapida se diferenciando em
células produtoras de IgM ou se tornando capazes de funcionar como células
apresentadoras de antigenos (Lopes-Carvalho, T & Kearney, J. F., 2004).

Apo6s ativagdo na zona marginal, algumas células residentes, como as
células B e subpopulagdes de células dendriticas, podem migrar para a polpa
branca. Ap6s a captacao de antigenos solluveis, células B da zona marginal se
transformam em potentes APCs capazes de ativar linfécitos TCD4" virgens
(Attanavanich, K & Kearney, J. F., 2004).

Apés ativacao, células dendriticas do sangue, que estao temporariamente
presentes na zona marginal, sdo induzidas a migrar para a polpa branca. Esse
processo é crucial para o inicio da reatividade imune adaptativa (Ato, M., et al.,
2002).

A entrada das APCs na polpa branca, em particular na zona de células T
(PALS), é um importante passo para o inicio da reatividade imune envolvendo
linfocitos. A organizacdo geral e imunofisiolégica da polpa branca € muito
semelhante a estrutura e funcéo dos linfonodos. Uma diferenca importante é a
maneira pela qual os linfécitos entram nos diferentes 6rgaos linféides. Nos
linfonodos, a maioria dos linfocitos entra através das vénulas de endotélio alto
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(HEVs) e dos vasos linfaticos aferentes. No baco, todas as células entram na
polpa branca através da zona marginal. Nessa regido, células imunes inatas,
bem como células B da zona marginal, estao localizadas sendo, por isto, muito
efetivas na fagocitose e destruicdo de patégenos presentes no sangue. No
inicio da ativacdo dos componentes linféides da reatividade imunoldgica, as
células dendriticas do sangue sado as responsaveis pela captura de antigenos
(sejam eles bactérias ou proteinas) e pelo transporte dos mesmos para o baco.
Ao entrar no bacgo, essas células dendriticas medeiam a diferenciagao inicial e
a sobrevivéncia de células B para que estas se tornem plasmoblastos
produtores de anticorpos. Na entrada das APCs na polpa branca, células T se
tornam ativadas resultando em aumento da expressdo de CXCR5 e diminuicao
da expressao de CCR7 por essas células, o que lhes permite migrar para a
borda dos foliculos linféides. Nos foliculos linféides, a ligagdo do receptor
antigénico das células B com o antigeno induz o aumento da expressao de
CCRY7 levando a migracao desses linfécitos para a borda dos foliculos linfoides,
onde recebem auxilio das células T ativadas. Apds o contato com as células T
ativadas, os linfécitos B trocam de isotipo dentro do foliculo linféide e migram
para a polpa vermelha, para a zona marginal ou permanecem nos centros
germinativos (Nolte, M. A., et al., 2000; Balazs, M. et al., 2002; Ansel, K. M., et
al., 1999; Reif, K. et al., 2002; Pape, K. A. et al., 2003).

O mecanismo preciso que explica a saida de linfécitos da polpa branca e a
rota anatdmica exata usada por essas células ainda ndo sado conhecidos.
Assume-se que os linfécitos deixam a polpa branca através de canais de
transicdo que servem como passagens para a zona marginal e para a polpa
vermelha e assim atingir a corrente sanguinea (Mitchell, 1973).

O tipo de reatividade imunoldgica, desencadeada pela entrada de
antigenos no corpo e na circulagdo, depende do ambiente onde acontecera a
sinapse imunoldgica, que representa a apresentacdo antigénica em todos os
seus detalhes, e depende também das moléculas e células presentes,
induzindo uma eventual resposta ou tolerdncia a esses antigenos. Varios
fatores participes desse contexto de ativacdo sado fundamentais na
determinacao do tipo de reatividade ativada: perfil de citocinas, sinais co-
estimuladores, tipos celulares envolvidos e estagio de desenvolvimento dessas
células (Vaz et al., 1997; Lanzavecchia & Sallusto, 2001).



1.4 Alteracoes causadas pela esplenectomia

O papel crucial do bago na protecao contra patégenos presentes no
sangue foi demonstrado em estudos de pacientes esplenectomizados € em
camundongos que nao conseguem montar respostas adequadas aos diversos

antigenos bacterianos (Amlot & Hayes,1985).

A capacidade fagocitica dos macréfagos esplénicos é fundamental para
a remocao de bactérias do sangue. Em ratos imunizados com polissacarideos
de pneumococo, a esplenectomia conduz ao acumulo de polissacarideos nos
linfonodos e a retencdo de complexos imunes, aumentada nos foliculos dos

mesmos (Van den Dobbelsteen et al., 1993).

As principais modificacées na resposta imune causadas pela retirada do
baco sdo: aumento do numero de leucécitos no sangue periférico (Balsalobre &
Carbonell-Tatay, 1991), reducao da atividade fagocitaria (Shennib et al.,1983),
reducao da IgM sérica (Drew et al., 1984), menor atividade da via alternativa do
complemento e diminuicdo de substancias ligadas a ativacdo de macréfagos,
como tuftsina (Spirer et al., 1977).

Estudos que avaliaram as consequéncias imunoldgicas, em longo prazo,
em humanos que sofreram esplenectomia apds traumatismo, demonstraram
uma redugdo no percentual de células TCD4*, sendo observado um menor
percentual da subpopulacao de células T virgens CD4* CD45RA™ na circulacao
sanguinea (Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999).

Em relacdo a producdo de citocinas apds estimulacdo com
lipopolissacarideo (LPS), camundongos esplenectomizados mostraram um
aumento da capacidade de producao de IL-6, IL-10 e TNF-a por macréfagos e
uma reducdo dessa capacidade por células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e células dos linfonodos mesentéricos. Esses achados
sugerem que a esplenectomia modula a funcdo imune de forma distinta nos
diferentes compartimentos do organismo (Shih-ching et al, 2004). A
esplenectomia néo levou a alteragdo nos niveis séricos da produgéo de IFN-y,
porém foram detectados niveis aumentados de IL-10 em camundongos que
receberam tratamento com injecdo intravenosa de LPS (lkuta et al., 2004).

Porém, em camundongos infectados com Listeria monocytogenes a
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esplenectomia promoveu a reducado dos niveis séricos de IFN-y (Wood et al.,
1984).

Estudos em camundongos com artrite induzida por polimero de
peptideoglicano e polissacaride de Streptococcus pyogenes demonstraram que
a esplenectomia era capaz de promover mudangas na resposta celular,
incluindo reducdo no percentual de mondcitos e células T e aumento no
percentual de linfocitos B (Kimpel et al., 2003).

Em relagdo a doencas parasitarias um estudo realizado em nosso
laboratério demonstrou que camundongos C57BI/6 esplenectomizados (SB)
sdo tao resistentes a infec¢do por Leishmania major quanto camundongos da
mesma linhagem com bacgo. Nesse experimento nao foi observada diferenga no
tamanho das lesdes, na parasitema, tampouco na producédo de IFN-y entre os
grupos SB e controle (Maioli et al, 2007). No entanto, em camundongos
infectados por Trypanosoma cruzi a esplenectomia alterou o desenvolvimento
da infeccao reduzindo a parasitemia no sangue, mas aumentando a presenca
de parasitos no figado. Nos animais esplenectomizados, a concentragdo de
IFN-y estava reduzida ndo somente no soro, mas também no figado onde os

parasitos se concentraram na auséncia do baco (Maioli, 2008).

Outro trabalho realizado em nosso laboratério mostra que a
esplenectomia nao afeta a indugao da tolerancia oral a Ovalbumina (Ova), mas
leva a uma diminuicdo da producdao de IFN-y pelas células dos linfonodos

inguinais estimuladas in vitro com Ova (Barsante, 2001).

Muitos estudos foram realizados para avaliar o efeito da esplenectomia pos-
traumatica, em consequéncia de doencas auto-imunes e sanguineas, além de
seu efeito em doencas parasitarias. No entanto, as consequiéncias da auséncia
do baco sobre os érgaos e sitios linféides tém sido pouco avaliadas. Sabe-se
que a retirada do baco afeta a funcao imune de maneira sistémica e ao mesmo
tempo distinta nos diferentes compartimentos do organismo. Porém, o individuo
esplenectomizado, mesmo que com limitagcdes e maiores riscos de infecgoes,
sobrevive. Assim, este trabalho busca um melhor entendimento sobre como o
sistema imune se reorganiza na auséncia do bago através do estudo dos
efeitos da esplenectomia na homeostase dos 6rgaos e sitios linféides.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar os efeitos da esplenectomia na homeostase do sistema
imune pela da analise das populagdes linféides e da atividade dessas células.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Caracterizar as populacoes linféoides em diferentes 6rgaos e sitios
apos esplenectomia.

= Caracterizar, por citometria de fluxo, as populacdes celulares linféides
(CD3"CD4*, CD3'CD8", CD19'CD5*, CD19'CD5) nos seguintes
orgaos: linfonodos mesentéricos, linfonodos inguinais, placas de Peyer,
medula d&ssea, timo, figado, sangue e lavado peritonial em

camundongos normais e esplenectomizados.

2.2.2 Analisar a dinamica de distribuicao de linfocitos transferidos para

animais esplenectomizados.

= Analisar por citometria de fluxo, através da marcagdo fluorescente
(CFSE), a migracao das células TCD4", TCD8" e B, nos 6rgaos e sitios

linféides de camundongos normais e esplenectomizados.

2.2.3. Analisar os efeitos da esplenectomia na expressao de moléculas de
adesao e co-estimuladoras nos linfocitos B1a e B2.

= Analisar por citometria de fluxo, o perfil das moléculas de adesao
CD62L, o4p7, CD40, CD21 expressas em células linféides de
camundongos normais e esplenectomizados.
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2.2.4. Avaliar os efeitos da remocao cirurgica do baco na atividade local e
sistémica dos Linfécitos B.

a) Analisar o numero de células produtoras de imunoglobulinas.

= Contar através da técnica ELISPOT as células produtoras das
imunoglobulinas Ig total, IgG, IgA e IgM na medula 6ssea, timo e
linfonodos mesentéricos.

b) Analisar a produgéo de imunoglobulinas no soro.

= Medir através da técnica ELISA as imunoglobulinas IgG, IgG1, IgG2a,

lgG2b, 1gG3, IgA, IgM e IgE utilizando o soro de camundongos normais
e esplenectomizados.

2.2.5. Analisar os efeitos da esplenectomia na producao de citocinas em

extratos de tecidos.

= Medir através da técnica ELISA a producdo das citocinas IL-4, IL-10,

IFN-y e TGF- em extratos de tecidos da medula éssea, timo, linfonodos

mesentéricos e soro de camundongos normais e esplenectomizados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais Experimentais

Foram utilizados, nesse trabalho, camundongos da linhagem BALB/c,
fémeas, com 8 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central
(CEBIO) e mantidos no biotério do Laboratério de Imunobiologia do ICB-UFMG.
Os animais permaneceram em ambiente com controle de iluminacdo e
receberam agua e comida sem restricbes durante todo o tempo do
experimento.

O projeto esta de acordo com os Principios Eticos da Experimentacéo
Animal e foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo numero
10/2007).

3.2 Procedimento Cirurgico

Os camundongos foram anestesiados pela via intraperitoneal com uma
solucdo contendo Cloridrato de Ketamina, Cloridrato de 2-(2,6-xilino)-5,6-
dihidro-4H-1,3-tiazina e salina fisioldgica 0,9%. Apds a anestesia, os bacos dos
animais foram retirados cirurgicamente através de um corte de 1cm na lateral
esquerda do abdome. Posteriormente, o tecido foi suturado com fio cirdrgico de
nylon 4.0. Logo ap6s a cirurgia, os animais ficaram aquecidos a 37°C até
retornarem da anestesia e depois foram levados para o biotério. A morte de
camundongos devido ao procedimento cirdrgico nao ultrapassou o limite de 8%
do total de animais. Os animais foram deixados 30 dias em recuperacao antes
da sua utilizacao nos experimentos porque constatamos, em estudos anteriores
do nosso laboratorio, que apds esse periodo, ndo havia nenhum sinal

inflamatério no peritdnio desses animais (BARSANTE, 2001).
3.3 Preparacao de extratos de tecidos

Os o6rgaos (medula Ossea, timo e linfonodos mesentéricos) foram

retirados, imediatamente lavados com PBS 1X gelado, secos, pesados,
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picotados e colocados em tampao de extracdo contendo inibidores de
proteases (1ml para cada 100mg de tecido). Em seguida o material foi triturado
em um misturador até que se obteve uma solucdo homogénea. As amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm, a 4°C, durante 10 minutos e os
sobrenadantes coletados e estocados a -20°C para posterior medida de

citocinas.

3.4 Medida dos niveis de citocinas do sobrenadante de extratos de
tecidos por ELISA

As placas foram sensibilizadas com 100ul/pogco de anticorpos
monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B,
1ug/ml, diluidos em tampao de cobertura, e mantidas por toda noite a 4°C. No
dia seguinte, foi feito o bloqueio com 200ul/po¢o de PBS-caseina a temperatura
ambiente durante uma hora. Apds esse tempo foram adicionados o0s
sobrenadantes coletados dos extratos de tecidos (medula éssea, timo e
linfonodos mesentéricos) que foram incubados durante toda a noite a 4°C. No
dia seguinte, foram colocados 100ul/poco dos anticorpos monoclonais (BD
Pharmingen) de deteccao, especificos para IL-4, IL-10, IFN-y, TGF-B, de
camundongos, marcados com biotina e as placas foram incubadas por uma
hora a temperatura ambiente. Uma solucao adicional de deteccado contendo
estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham,
AL) em uma diluicdo de 1:10000 (100wl/poco) foi adicionada e incubada por
uma hora a temperatura ambiente. As placas foram reveladas através da
incubagdo com 100ul/poco do substrato da peroxidase (H-O,) juntamente com
um cromégeno (OPD) diluidos em tampéo citrato (100uwl/pocgo). A reacao foi
interrompida pela adicao 20ul/pogo de acido sulfurico (H.SO4 2N), as placas
foram lidas no leitor automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader),
usando filtro de 492nm. Foram utilizadas curvas padrao obtidas a partir da
diluicdo de concentracbes conhecidas de citocinas recombinantes. As
concentragdes utilizadas para cada citocina foram: IL-4 (1ng/ml), IL-10
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(5ng/ml), IFN-y (20ng/ml), TGF-B (5ng/ml). Os resultados foram expressos em

concentragao.

3.5 Obtencao dos soros

Os animais foram previamente anestesiados utilizando 200ul de solucao
de Cloridrato de Ketamina e Xilazina. Em seguida, o sangue foi coletado
através de uma incisdo na veia axilar e coletado em tubos cdnicos de 1,5ml. Os
soros foram obtidos ap6s coagulacdo por centrifugacdo a 2500 rpm e

estocados a -20°C para posterior analise dos titulos de imunoglobulinas.

3.6 Medida dos niveis de imunoglobulinas séricas totais por ELISA

As microplacas de poliestireno de 96 pocos (Sarstedt e NUNC) foram
sensibilizadas com 100ul por poco de anticorpos policlonais de cabra anti-
imunoglobulinas totais de camundongos (1:2000, Southern Biotechnology
Associate Inc. ), diluidos em tampéao carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a
4°C. Apbs este periodo, as placas foram lavadas com salina contendo 0,05%
Tween-20 (solucdo salina-Tween) (SIGMA Chemical Co.) e bloqueadas com
200ul por pogo de 0,25% caseina diluida em PBS (PBS-caseina) por, no
minimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-
Tween, em seguida os soros foram adicionados (100ul por poco) em diluicdes
seriadas (fator 0.5) a partir de 1:40000 para imunoglobulinas totais (lg) e IgG,
1:2000 para IgM e IgA, e mantidas a 37°C durante uma hora. Para controle
positivo foram utilizados anticorpos purificados de camundongos de cada
isotipo (Southern Biotechnology Associate Inc.), além do controle negativo da
prépria placa sem adicdo de soro (branco). Em seguida as placas foram
lavadas com salina-Tween e incubadas com 100ul/poco das solugdes de
anticorpos policlonais de cabra especificos para cadeias y, u e o ou Ig total
ligados a biotina (1:10000) (Southern Biotechnology Associate Inc.), durante
uma hora a 37°C. Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e

incubadas com 100ul/poco de uma solucdo de estreptavidina conjugada a
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peroxidase (Southern Biotechnology Associate Inc.) em uma diluicao de
1:15000 por uma hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com
salina-Tween e reveladas com 100ul/pogo de uma solucdo de perdxido de
hidrogénio como substrato e OPD como reagente de cor em tampao citrato pH
4,5. Ao final, a reacao foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA
automatico (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os
resultados foram expressos em valores de absorbancia menos a absorbancia

do branco.

3.7 Medida dos niveis de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 séricas totais por
ELISA

As microplacas de poliestireno de 96 pogcos (NUNC) foram sensibilizadas
com 100ul por pogo de anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas (IgG1, IgG2a,
IgG2b e 1gG3) de camundongos (1:4000, Southern Biotechnology Associate
Inc. ), diluidos em tampéao carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Apds
este periodo, as placas foram lavadas com salina-Tween e bloqueadas com
200ul por pogo de PBS-caseina por, no minimo, 1 hora a temperatura
ambiente. As placas foram lavadas com salina-Tween, em seguida 0s soros
foram adicionados (100ul por poco) em diluicbes seriadas (fator 0.5) a partir de
1:2000 para IgG1, IgG2a, 1gG2b e IgG3 e mantidas a 37°C durante duas horas.
Para controle positivo foram utilizados anticorpos purificados de camundongos
de cada isotipo (Southern Biotechnology Associate Inc.), além do controle
negativo da propria placa sem adicdo de soro (branco). Em seguida as placas
foram lavadas com salina-Tween e incubadas com 100ul/poco de solugédo de
anticorpo policlonais de cabra especificos para cadeias 7y ligados a HRP
(1:10000) (Southern Biotechnology Associate Inc.), durante uma hora a 37°C.
Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e reveladas com
100ul/poco de uma solucéo de perédxido de hidrogénio como substrato e OPD
como reagente de cor em tampao citrato pH 4,5. Ao final, a reacao foi
detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model
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450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os resultados foram expressos

em valores de absorbancia menos a absorbancia do branco.

3.8 Medida dos niveis de IgE sérica total por ELISA

As microplacas de poliestireno de 96 pogcos (NUNC) foram sensibilizadas
com 50ul por pogo de anticorpo de rato anti-lgg de camundongo (1:250,
Southern Biotechnology Associate Inc. ), diluidos em tampao carbonato pH 9,6
e mantidas overnight a 4°C. Apds este periodo, as placas foram lavadas com
salina-Tween e bloqueadas com 200ul por poco de PBS-caseina por, no
minimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-
Tween, em seguida os soros totais foram adicionados (50wl por poco) e
mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, durante duas horas. Para
controle positivo foi utilizado anticorpo purificado de camundongo do isotipo em
questao (Southern Biotechnology Associate Inc.), além do controle negativo da
prépria placa sem adicdo de soro. Em seguida as placas foram lavadas com
salina-Tween e incubadas com 50ul/po¢o da solucédo do anticorpo de rato anti-
camundongo especifico para cadeia € ligado a biotina (1:10000) (Southern
Biotechnology Associate Inc.), durante uma hora a temperatura ambiente.
Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas com
50ul/pogo de uma solucédo de estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern
Biotechnology Associate Inc.) em uma diluicdo de 1:15000 por uma hora a
temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-Tween e reveladas
com 100ul/poco de uma solucédo de perdxido de hidrogénio como substrato e
OPD como reagente de cor em tampao citrato pH 4,5. Ao final, a reacao foi
detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automatico (Bio-Rad Model
450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os resultados foram expressos

em valores de absorbancia menos a absorbancia do branco.

3.9 Preparacao de suspensao das células linfoides
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3.9.1 Meio de cultura

Foi utilizado meio RPMI 1640 como meio incompleto enriquecido com
2mM de L-glutamina, 50uM de 2-mercapto-etanol, 100U/ml de penicilina,
100pg/ml de fungizona, TmM de piruvato de sédio, 0,1mM de aminoacidos nao

essenciais, 25mM de HEPES e 5-10% de soro fetal bovino inativado.

3.9.2 Preparacao das suspensoes celulares do baco, timo, linfonodos
inguinais, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer

As suspensdes de células do baco, timo, linfonodos inguinais (Lnl),
linfonodos mesentéricos (LnM), placas de Peyer (PP), foram preparadas de
acordo com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratério:

Os 6rgéos foram retirados e mantidos em meio incompleto. O baco, timo, LnM
foram colocados em macerador de vidro e pressionado em meio incompleto. O
Lnl e PP foram macerados utilizando as extremidades asperas de laminas de
vidro. Posteriormente as suspensdes celulares foram transferidas para tubos
de 10ml e centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes
foram desprezados e as células foram ressuspensas em meio completo e
posteriormente foram contadas as células viaveis.

Obs: No caso do baco, desprezar o sobrenadante e acrescentar 9ml de agua
bidestilada para lisar as hemacias e imediatamente depois, adicionar 1ml de
PBS 10X concentrado para restabelecer a osmolaridade e interromper a lise. A
suspensédo foi centrifugada novamente a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C.
Desprezar o sobrenadante, ressuspender as células em PBS contendo 2% de

BSA e 0,1% de azida e contar as células viaveis.

3.9.3 Preparacao das suspensoes celulares do figado

As suspensdes de células do figado foram preparadas de acordo com a

seguinte técnica padronizada em nosso laboratério:
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O figado foi picado em pequenos pedagos numa placa de Petri contendo meio
completo (5 ml). Esse macerado foi transferido para tubos falcon de 15ml e
mantido no gelo. Posteriormente foi adicionada uma solugdo de colagenase
tipo IV e incubada por 60 minutos em estufa a 37°C. Essa mistura foi filtrada e
o volume completado para 15ml com PBS. Posteriormente os tubos foram
centrifugados durante 10 minutos a 1200rpm a 4°C. As hemacias foram lisadas
com tampao de lise (4,5ml de cloreto de aménio em H>O e 0,5ml de Tris em
H.O pH= 7,5) e os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 1200rpm a
4°C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em PBS

contendo 2% de BSA e 0,1% de azida e as células viaveis foram contadas.

3.9.4 Preparacao das suspensoes celulares da medula éssea

As suspensdes de células da medula 6ssea foram preparadas de acordo
com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratério:
O fémur foi retirado e lavado inserindo uma seringa contendo 5ml de meio
completo na diafise e na cabeca do osso. A medula éssea foi transferida para
um tubo de 15ml utilizando a seringa (ao passar pela agulha a medula 6ssea é
macerada). Os tubos foram centrifugados durante 10 minutos a 1200rpm a 4°C.
O sobrenadante descartado, as células foram ressuspensas em PBS contendo
2% de BSA e 0,1% de azida e as células viaveis foram contadas.

3.9.5 Preparacao das suspensoes celulares do lavado peritonial

As suspensbes de células do lavado peritonial foram preparadas de
acordo com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratério:
O periténio foi exposto e, utilizando uma seringa, foram injetados 5ml de meio
completo na cavidade peritonial. O abdome foi agitado vigorosamente para
facilitar a liberacdo das células do peritbnio. Com a mesma seringa, a solucao
injetada na cavidade foi coletada e transferida para um tubo de 15ml. Os tubos
foram centrifugados durante 10 minutos a 1200rpm a 4°C. O sobrenadante foi
descartado, as células ressuspensas em PBS contendo 2% de BSA e 0,1% de

azida e posteriormente contadas as células viaveis.
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3.10 Contagem de células viaveis

Para a contagem de células viaveis, foi utilizado o corante eritrocina que
cora células mortas. Foi preparada uma solugédo estoque contendo 0,8mg/ml de
eritrocina em meio RPMI completo. Para a contagem, foi misturado 50ul da
suspensao celular em volume igual de eritrocina e esta foi colocada na Camara
de Neubauer. Foram contadas as células ndo coradas (viaveis) e as células
coradas (nao viaveis) em um microscopio 6ptico. O numero de células foi

calculado pela férmula:

n° células/ml = (n° células vidveis X diluicdo X 10%)/ n° de campos contados na

Camara de Neubauer

3.11 Analise fenotipica das células por citometria de fluxo

3.11.1 Anadlise da expressao de marcadores de populacdao, moléculas de
adesao e co-estimuladoras por citometria de fluxo

As suspensdes celulares, obtidas como descrito anteriormente, foram
ressuspendidas em PBS contendo 2% de soro fetal bovino e 0,1% de azida
sodica e ajustadas para 2 x 10’ células/ml. Os anticorpos monoclonais anti-
marcadores fenotipicos, anti-marcadores de adesao e estimulacdo, marcados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC), CyChrome ou ficoeritrina (PE) foram
previamente diluidos em PBS contendo 2% de Albumina Bovina Sérica
(SIGMA). Em uma placa com fundo U foram colocados 25ul/pogo da
suspensao celular juntamente com 10ul/poco de solucdo de anticorpos. As
células e os anticorpos foram entdo incubados por 30 minutos a 4°C e ao
abrigo da luz. Ap6s a incubacéao as placas foram centrifugadas por 10 minutos
a 1200 rpm a 4°C, o sobrenadante foi desprezado por inversao rapida e, em
seguida, lavadas com PBS-azida por duas vezes. Ao final as células fora
ressuspendidas em 200ul de solucao fixadora MacFacsFix, e posteriormente foi

feita a leitura no citdmetro de fluxo.
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Para a obtencédo dos dados foram utilizadas as seguintes combinacdes

de anticorpos reativos com moléculas da superficie das seguintes células:

CD3FITC / CD4 PE: Subpopulacao de linfocitos T CD4.
CD3 FITC / CD8 PE: Subpopulacao de linfocitos T CD8.
CD19 Cy : Populacao linfécitos B2.

CD19 Cy / CD5 FITC: Populacéao de linfécitos B1;

CD19 Cy / CD62L PE: Populagao linfocitos B2.
CD19 Cy / a4p7 PE: Populagao linfécitos B2.
CD19 Cy / CD40 PE: Populagao linfécitos B2.
CD19 Cy / CD21 PE: Populagéo linfécitos B2.

CD19 Cy/ CD5 FITC / CD62L PE: Populacao de linfécitos B1;
CD19 Cy / CD5 FITC / 04B7 PE: Populagéo de linfécitos B1;
CD19 Cy/ CD5 FITC / CD40 PE: Populacao de linfécitos B1;
CD19 Cy/ CD5 FITC / CD21 PE: Populagao de linfocitos B1;

3.12 Preparacao das suspensoes celulares da medula 6ssea, timo e baco

para transferéncia

Camundongos doadores foram sacrificados e tiveram seus 0Orgaos
(baco, timo e medula éssea) removidos e colocados em meio de cultura RPMI
incompleto (meio RPMI 1640-Gibco BRL) e mantidos sempre em gelo. As
suspensoes celulares foram obtidas como descrito anteriormente. As
suspensoes celulares de cada érgao foram agrupadas e as células viaveis

foram contadas.

3.13 Marcacdao celular com CFSE (5-and 6-carboxyfluorescein

succinimidyl ester)
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As suspensdes celulares obtidas como descrito anteriormente foram
ressuspendidas numa concentragdo de 1 x 10® células/mL em RPMI
incompleto. Posteriormente as células foram marcadas com o corante CFSE
(Molecular Probes, Eugene, OR) que foi mantido em solug¢do estoque 0,5 mM
em dimetilsulfoxido (DMSO) a -20°C. As células foram marcadas diluindo-se a
solucao estoque de CFSE 1000 vezes na suspensao de células (concentracao
final 0,5 uM) e incubando 10 minutos a 37°C. Apds a marcagao, soro fetal
bovino (FCS) foi adicionado a uma concentracao final de 5% e as células foram
imediatamente centrifugadas e lavadas com RPMI incompleto. Um total de 1 x
108 células viaveis foi injetado, via intravenosa, no plexo retro-orbital de cada

camundongos dos grupos controle e sem bago.

3.14 Contagem do numero de células produtoras de imunoglobulinas
através da técnica de ELISPOT

As suspensodes celulares da medula 6ssea, timo e linfonodo mesentérico
foram obtidas como descrito anteriormente. Essa técnica foi realizada da
seguinte maneira como padronizado em nosso laboratério:

No primeiro dia placas NUNC foram incubadas com 50ul por poco de
anticorpo policlonal de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongo
(1:1500) diluido em tampao K1K2 (pH 8,0; 0,05M) por toda a noite a 4°C.

No segundo dia as placas foram lavadas 3 vezes com PBS-TWEEN
0,05% e bloqueadas com 200ul por po¢o de PBS-Caseina 0,25%, por uma
hora a 37°C. As placas foram novamente lavadas 3 vezes com PBS-TWEEN
0,05% e posteriormente foram adicionados nos primeiros pogos 200ul/pogo das
suspensdes celulares na concentragdo de 2x10° células/ml. Nos pogos
restantes foram adicionados 100ul de meio completo e foram realizadas
diluicbes seriadas (fator 0.5). Para controle negativo da placa em alguns pocos
nao foram adicionadas suspensdes celulares. As placas foram incubadas a
37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 4h. Durante a incubacao as placas nao
foram movimentadas. Apds esse periodo as placas foram lavadas com agua-
Tween 0,05% mergulhando-as numa cuba por 40 segundos, para que as
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células fossem lisadas. Posteriormente as placas foram lavadas 3 vezes com
PBS-TWEEN 0,05%, mergulhando-as numa cuba por 10 minutos. Apds as
lavagens foram adicionados 50ul/pogco de anticorpos biotinilados anti-
imunoglobulinas de camundongo, especificos para cada isotipo, diluidos em
PBS-Caseina (Ig total, IgG, IGA, IgM). As placas entdo foram incubadas por
uma noite inteira a 4°C.

No terceiro dia as placas foram colocadas a temperatura ambiente por
10 minutos e lavadas 3 vezes com PBS-TWEEN 0,05%, mergulhando-as numa
cuba por 10 minutos. Posteriormente as placas foram incubadas com 50ul/pogo
de uma solucdo de estreptavidina conjugada a fosfatase alcalina (Southern
Biotechnology Associate Inc.) em uma diluicdo de 1:8000, em PBS-Caseina,
por uma hora a 37°C. Elas foram lavadas 4 vezes com PBS-TWEEN 0,05%,
mergulhando-as numa cuba por 10 minutos. Apdés esse periodo as placas
foram incubadas com 50ul/poco de uma solucdo substrato contendo 1mg/ml de
BCIP-Sigma B-6149, pH 10,25, por 2 horas a 37°C até que os pontos
apareceram. Posteriormente foram lavadas com agua destilada e deixadas
secando ao ar.

Os pontos foram contados e expressos como o0 numero de

pontos/nimero constante de células (N° pontos/10° células).

3.15 Analise estatistica

A analise estatistica de comparacao entre os grupos experimentais foi
feita através do Teste t de Student para computar a diferengca ente os grupos.
As diferengcas foram consideradas estatisticamente significativas quando
p<0,05 (95% de confianga). Todos os resultados foram expressos por meio da

média £ SEM (erro padrao).
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3.16 Aquisicao e analise dos dados em Citometria de Fluxo

Todas as amostra de células obtidas foram analisadas em citémetro de
fluxo FACScan. As andlises foram realizadas utilizando-se o software
denominado FlowJo. Em todos os experimentos foram coletados 30.000
eventos.

A determinagao do fendétipo celular foi realizada como representado na
forma esquematica na Figura 2. Primeiro selecionamos a populagdo de
linfécitos baseada em aspectos morfométricos através do grafico tamanho
(Dispersao Frontal - FSC - Forward Scatter) versus granulosidade (Dispercéao
Lateral - SSC - Side Scatter). Ap6s a selecao da populacdo de linfécitos,
utilizando o “gate” R1, outro grafico bidimensionai de distribuicao de
fluorescéncia 1 (FITC) versus fluorescéncia 2 (PE) ou Fluorescéncia 3 (CY),
contendo a populacédo selecionada, foi obtido, e este continha o numero

absoluto de células das subpopulagdes fluorescentes.
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FIGURA 2: Analise de linfocitos da medula éssea. (A) Perfil celular da medula 6ssea em grafico tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC). (B) Perfil de andlise da populagdo de linfocitos B selecionada no
“gate” R1, em gréfico de fluorescéncia 1 (CD5 FITC) versus fluorescéncia 3 (CD19 CY).
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Para a analise do numero de linfécitos expressando moléculas de
adesao e co-estimuladoras também selecionamos a populacado de linfécitos
baseada em aspectos morfométricos através do grafico tamanho versus
granulosidade. Apo6s a selecao da populagcédo de linfocitos, utilizando o “gate”
R1, outro grafico bidimensionai de distribuicao de fluorescéncia 1 (FITC) versus
fluorescéncia e Fluorescéncia 3 (CY), contendo a populagcédo selecionada, foi
obtido, e este continha o numero absoluto de células das subpopulagdes
fluorescentes. Através da selecdo da populacdo de interesse CD19" (“gate”
R2), um terceiro grafico tamanho versus fluorescéncia 2 (CD62L PE) foi obtido
(Figura 3).
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FIGURA 3: Analise de linfocitos da medula dssea expressando a molécula CD62L. (A) Perfil celular
da medula 6ssea em gréfico tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). (B) Perfil de andlise da
populagdo de linfécitos B selecionada no “gate” R1, em grafico de fluorescéncia 1 (CD5 FITC) versus
fluorescéncia 3 (CD19 CY). (C) Perfil de andlise da populagdo de linfocitos CD19" selecionada no
“gate” R2, em gréfico de tamanho versus fluorescéncia 2 (CD62L PE).



3.17 Protocolos Experimentais

3.17.1 Protocolo 1: Caracterizacao das populacoes linféoides em diferentes
orgaos apos esplenectomia.

Grupo Controle Grupo Experimental
e

(X) Cirurgia

Apés 30
dias

Remocao dos 6rgaos

X

Lnl, LnM, PP
MO, Timo
Figado
Sangue
Lavado Peritonial

Citometria de Fluxo

CDb U CD19

CDh4 CDB
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3.17.2 Protocolo 2: Analise da dinamica de distribuicao de linfécitos
transferidos para animais do grupo controle e esplenectomizado.

Grupo Controle Grupo Experimental
e

!

Células da MO, timo ou Al;?:s:;o
baco + CFSE
0©N

Apés 12
horas

Remocao dos orgaos

X

Lnl, LnM, PP, MO, timo, figado
Sangue e lavado peritonial

Citometria de Fluxo

CcD4 H DS

cD19
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3.17.3 Protocolo 3: Analise da expressao de moléculas de adesao e co-

estimuladoras nos linfocitos B1a e B2.

Grupo Controle Grupo Experimental
e

Apés 30
dias

Remocao dos orgaos

X

Lnl, LnM, PP, MO, timo
Figado, sangue e lavado peritonial

!

Citometria de Fluxo

CD5 CcD19
cbé2L o4f7
chD40 ¢D21
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3.17.4 Protocolo 4: Avaliacao da atividade local e sistémica dos Linfécitos

B.

ELISPOT <

Grupo Controle Grupo Experimental
=

"

Apés 30
dias

Remocao dos orgaos

X

Lnl, LnM, PP, MO, timo
Figado, sangue e lavado peritonial

MO
LnM ELISA Soro
Timo
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4. RESULTADOS

4.1 Apds a esplenectomia, o sistema imune foi capaz de recompor a

colecao de células linfoides.

Para verificarmos se o0 organismo, apds a cirurgia de remocao do baco,
era capaz de recompor em termos numéricos as populacdes linfoides,
analisamos o nimero de células dessas principais populagbes - CD3*CD4"
(LTCD4), CD3"CD8" (LTCD8), CD19"CD5" (B1a) e CD19"'CD5  (B2) - em
varios orgaos utilizando a técnica citometria de fluxo. A esplenectomia total foi
feita e ap6s 30 dias os animais foram sacrificados e a medula 6ssea (MO),
timo, linfonodos mesentéricos (LnM), linfonodos inguinais (Lnl), placas de
Peyer (PP), figado, sangue e lavado peritonial (LPe) foram retirados.
Observamos que os animais esplenectomizados nao apresentaram diferencas
no numero de células linféides quando comparados com animais do grupo

controle (Figura 4 e 5).
Somatorio do numero de células

50000 -
45000 -
40000 -
35000 -
30000 +
25000 -
20000 +
15000 +
10000 +

5000 ~

o Controle
@ SB

CD4+ CD8+ CD19+CD5- CD19+CD5+

Numero absoluto de células

Figura 4: Somatério do numero absoluto de células linféides da medula dssea,
timo, LnM, Lnl, PP, figado, sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do
grupo SB foram esplenectomizados e, apos trinta dias, tiveram seus 6rgao removidos.
Células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. As
barras apresentam a média aritmética + erro padrdo dos valores obtidos para cada

grupo.
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Numero absoluto de células

Somatorio do numero de células com o baco

60000 -
50000 -

40000 -
o1 Controle

30000 -
m SB

20000 -

10000 -

CD4+ CD8+ CD19+CD5- CD19+CD5+

Figura 5: Somatério do numero absoluto de células linféides do baco, medula
o6ssea, timo, LnM, Lnl, PP, figado, sangue e lavado peritonial. Camundongos
BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e apéds trinta dias tiveram seus 6érgao
removidos. Células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de
fluxo. As barras apresentam a média aritmética + erro padrao dos valores obtidos para
cada grupo.
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Numero absoluto de células

2500 7

2000

1500

1000 -

500

4.2 O numero de linfécitos em cada orgao se alterou apés a

esplenectomia.

Através da citometria de fluxo, analisamos as populagbes celulares
LTCD4, LTCD8, B1a e B2 da MO, timo, LnM, Lnl, PP, figado, lavado peritonial,
e sangue apos esplenectomia. Observamos uma distribuicdo diferenciada das
populacdes linféides em cada 6rgao (Figuras 6, 7, 8 € 9).

Em animais esplenectomizados, houve um aumento do numero de
células CD4" na MO e timo e uma redugdo no LPe, LnM e Lnl (Figura 6).
Quando avaliamos a populacdo celular TCD8", observamos um aumento

dessas células na MO e uma diminuig&o no timo, LnM, Lnl e PP (Figura 7).

Células CD4* em diversos orgaos apos esplenectomia

MO PP Figado Lpe Timo LnM Lnl Sangue

o Controle m Sembaco

Figura 6: Numero absoluto de células CD3*CD4* na MO, timo, LnM, Lnl, PP, figado,
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados
e apos trinta dias tiveram seus 6rgdo removidos. Células de ambos os grupos foram
fenotipadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética + erro
padrao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Numero absoluto de células

700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 -

Células CD8* em diversos orgaos apos esplenectomia

- =

MO PP Figado LPe Timo LnM Lnl Sangue

o Controle m Sem baco

Figura 7: Numero absoluto de células CD3*CD8* na MO, timo, LnM, Lnl, PP, figado,
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados
e apo6s trinta dias tiveram seus 6rgao removidos. Células de ambos os grupos foram
quantificadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética + erro
padrédo dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Mirmero absalato de céluas

A analise da populacdo B2 (CD19*CD5) demonstrou um aumento no
nuamero desses linfécitos na MO, LnM e, inesperadamente, no timo (Figura 8).
Em camundongos esplenectomizados, a populagdo B1a (CD19"CD5") também
aumentou na MO, timo, LnM além de Lnl, porém, sofreram uma redugéo nas

PP, LPe e sangue (Figura 9).

Células CD19'CD5  em diversos drgaos apos esplenectomia

350
300
250 -
200 -
150 *
100 -
&0 1

Tirme Figado MO LnM Lnl PP Lpe Sangue

[0 Controle @ Sem Baco

Figura 8: Numero absoluto de células CD19°CD5 na MO, timo, LnM, Lnl, PP, figado,
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e
apos trinta dias tiveram seus 6rgao removidos. Células de ambos os grupos foram quantificadas
através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética £ erro padrao dos
valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Células CD19+CD5+ em diversos orgaos apos esplenectomia

900 -
800 - *
700 -
600 -
500 ~ * @ Controle

400 - m Sem Bago
300 - * *
200 -
100 -

Numero absoluto de células

MO Timo LnM Lnl PP Figado LPe Sangue

Figura 9: Nimero absoluto de células CD19°CD5* na MO, timo, LnM, Lnl, PP,
figado, sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram
esplenectomizados e apds trinta dias tiveram seus érgao removidos. Células de ambos
os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a
média aritmética * erro padrao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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4.3 A distribuicido dos linfécitos transferidos para animais

esplenectomizados foi alterada.

Para investigar a dindmica de distribuicao dos linfocitos apos a retirada
do baco, células marcadas com CFSE, da medula 6ssea, do timo e do baco
foram transferidas para camundongos do grupo controle e esplenectomizados.
Apo6s 12 horas, os o6rgaos foram removidos e a quantificacdo das células
linféides foi realizada por citometria de fluxo. Ressaltamos que foi utilizado esse
prazo de 12 horas porque, durante a padronizacao dessa técnica, constatamos
gue nesse tempo as células marcadas com CFSE analisadas, eram as células
transferidas, uma vez que nao foi observada proliferagdo celular.

As figuras 10, 11 e 12 mostram uma distribuicdo alterada das
populacdes linféides no grupo esplenectomizado. Apenas o0s resultados
significativos estédo representados.

Quando transferimos ceélulas da medula 6ssea marcadas com CFSE,
observamos que os linfécitos TCD4" e TCD8" migraram preferencialmente para
a MO. Sendo notada uma redugdo do nimero de células CD4" nos Lnl e PP.
Os linfocitos B estavam em maior numero na MO, figado e nas PP e em menor

namero nos LnM (Figura 10).

Distribuicao de linfocitos da medula 6ssea marcados com
CFSE e tranferidos para camundongos
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O CD4" Controle O CD8* Controle O CD19" Controle
B CD4" Sem Bacgo B CD8" Sem Baco E CD19" Sem Baco

Figura 10: Numero absoluto de linfocitos TCD4, TCD8 e B da medula éssea, marcados
com CFSE, transferidos para animais dos grupos controle e esplenectomizado.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Apéds trinta dias, células da MO
marcadas com CFSE foram transferidas. Apds 12h tiveram seus 6rgdo removidos. As células
de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. Foram representados
somente os 6rgao que apresentaram diferenca entre os grupos. As barras apresentam a r@gfdia
aritmética £ erro padrao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.



A analise da distribuicdo de células do timo marcadas com CFSE
também revelou uma alteragdo em todas as populagdes nos animais
esplenectomizados. O numero de linfécitos TCD4" estava aumentado na MO,
LnM, Lnl e PP. As células CD8" do timo migraram preferencialmente para a
MO. Curiosamente, observamos um aumento da populagcédo B, proveniente do
timo, nos Lnl e LPe (Figura 11). Apenas os resultados significativos estao

representados.

Distribuicao de linfocitos do timo marcados com CFSE e
transferidos para camundongos
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O CD4* Controle O CD8" Controle O CD19" Controle
B CD4" Sem Bago B CD8" Sem Bago E CD19" Sem Bago

Figura 11: Numero absoluto de linfécitos TCD4, TCD8 e B do timo marcados com
CFSE e transferidos para animais dos grupos controle e esplenectomizado.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Apés trinta dias, células
do timo marcadas com CFSE foram transferidas. Apos 12h tiveram seus 6rgao
removidos. As células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria
de fluxo. Foram representados somente os 6rgao que apresentaram diferenca entre os
grupos. As barras apresentam a média aritmética + erro padrédo dos valores obtidos
para cada arupo (n=5). * p < 0.05.
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Também avaliamos a distribuicdo de células do baco marcadas com
CFSE e transferidas para camundongos do grupo controle e SB. Houve um
aumento do numero de células CD4" nos LnM e uma reducdo na MO de
camundongos SB. As células CD8" do baco migraram para a MO, LnM e Lnl.
Linfocitos B no grupo SB se distribuiram mais amplamente, para a MO, timo
LnM, Lnl e LPe (Figura 12). Apenas os resultados significativos estao

representados.

Distribuicao de linfocitos do baco marcados com CFSE
e transferidos para camundongos

*
*
MO LM MO  LnM Lnl MO  LnM Lnl Timo LPe
O CD4* Controle O CD8" Controle O CD19" Controle
B CD4' Sem Bago B CD8' Sem Bago E CD19" Sem Bacgo

Figura 12: Numero absoluto de linfécitos TCD4, TCD8 e B do baco, marcados com CFSE,
transferidos para animais dos grupos controle e esplenectomizado Camundongos BALB/c do
grupo SB foram esplenectomizados. Apés trinta dias, células do bago marcadas com CFSE foram
transferidas. Ap6s 12h tiveram seus érgao removidos. As células de ambos os grupos foram
quantificadas através da citometria de fluxo. Foram representados somente os érgdao que
apresentaram diferenga entre os grupos. As barras apresentam a média aritmética = erro padrao
dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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4.4 A esplenectomia alterou o numero de linfocitos B1a e B2 expressando

moléculas de adesao e co-estimuladoras.

Para investigarmos o efeito da esplenectomia no perfil de ativacdo das
populacdes linfoides Bla e B2, avaliamos a expressdo das seguintes
moléculas: CD62L, a4p7, CD40 e CD21. Os 6rgaos foram removidos ap6s 30
dias da cirurgia de retirada do baco e as populacdes celulares foram
quantificadas. Apenas os resultados significativos estao representados.

O numero de células Bla marcadas com CD62L no LPe estava
aumentado e o nimero dessas células que expressavam CD40 e a4p7 estava
diminuido, em camundongos SB. Nas PP e MO observamos um aumento de
células expressando CD40 e a4P7 respectivamente. Nos Lnl houve uma

diminuicao do numero de células marcadas com CD21 (Figura 13).

Células B1a (CD19+CD5+) marcadas com moléculas de adeséao e
co-estimuladoras
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -
100 - * *
0 - L

LPe PP LPe MO LPe Lnl

NuUmero absoluto de células

[] CD62L" Controle [] CD40" Controle O «a4B7* Controle [] CD21" Controle

[l CD62L" Sem Bago I CD40" Sem Bago 0 o4p7" Sem Bago l CD21"Sem Bago

Figura 13: Numero absoluto de linfocitos B1a expressando moléculas de adesdao CD62L, 0437, e co-
estimuladoras CD40 e CD21. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e apds trinta
dias tiveram seus 6rgao removidos. Células de ambos os grupos foram fenotipadas através da citometria de
fluxo. Foram representados somente os 6rgdo que apresentaram diferenca entre os grupos. As barras
apresentam a média aritmética + erro padrdo dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.



Numero absoluto de células

Quando analisamos os linfécitos B2 observamos que nos Lnl e nas PP
houve um aumento no numero dessas células marcadas com CD62L, o4B7 e
CD21. Nos LnM e no figado houve uma diminuigdo do numero de células
marcadas com CD62L e CD40 respectivamente. Também observamos que no
LPe o numero de linfécitos B2 expressando as moléculas CD40 e o437 estava
diminuido no grupo SB, Na MO observamos um aumento de células
expressando 04fB7 e CD21 (Figura 14). Esses resultados indicam que os
orgaos, de camundongos SP, apresentam um perfil de ativacdo das células

B1a e B2 alterado.

Células B2 (CD19+CD5-) marcadas com moléculas de adeséao e
co-estimuladoras
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Figura 14: Numero absoluto de linfocitos B2 expressando moléculas de adesao CD62L, o437,
e co-estimuladoras CD40 e CD21. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados
e apos trinta dias tiveram seus 6rgao removidos. Células de ambos os grupos foram fenotipadas
através da citometria de fluxo. Foram representados somente os 6rgao que apresentaram diferenga
entre os grupos. As barras apresentam a média aritmética + erro padrao dos valores obtidos para

cada grupo (n=5). * p < 0,05. Al



4.5 A atividade local e sistémica dos linfocitos B é afetada pela auséncia
do baco.

Uma vez que observamos alteracdo no perfil de ativacao dos linfécitos
B, resolvemos analisar a atividade dessas células. Para investigar a atividade
local dos linfécitos B, analisamos o numero de células produtoras de
anticorpos, pela da técnica ELISPOT, na medula éssea, timo e linfonodos
mesentéricos. Para analisarmos se a atividade sistémica dessas células estava
alterada avaliamos os niveis de imunoglobulinas do soro utilizando a técnica

ELISA.

A Figura 15 mostra que na MO de camundongos SB houve um aumento
do numero de células produtoras de anticorpos IgA e IgM, refletindo no nimero

total de células produtoras de Ig.

Células produtoras de imunoglobulinas da medula éssea
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Figura 15: Numero de células produtoras de Ig, IgG, IgA e IgM na medula éssea.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Apés trinta dias a MO
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética + erro padrdo dos valores obtidos

para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Quando avaliamos o timo, as células produtoras de IgM estavam em
maior numero, porém, as produtoras de IgA sofreram uma diminui¢do no grupo

SB (Figura 16).

Células produtoras de imunoglobulinas do timo
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Figura 16: Numero de células produtoras de Ig, IgG, IgA e IgM no timo.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Apoés trinta dias os timos
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética + erro padrdo dos valores obtidos
para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Nos LnM também observamos uma reducdo no numero de células
produtoras de IgA, porém notamos um aumento no numero de células

produtoras de IgG em camundongos esplenectomizados (Figura 17).

Células produtoras de imunoglobulinas do LnM
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Figura 17: Numero de células produtoras de Ig, I1gG, IgA e IgM nos LnM.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Apoés trinta dias os LnM
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética + erro padréo dos valores obtidos
para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Observamos que a producdao de imunoglobulinas séricas nos
camundongos sem baco estava diminuida. Os niveis das imunoglobulinas IgA,
IgM e IgG estavam reduzidos, sendo que nesta Ultima, os subtipos alterados
foram 1gG2b e 1gG3 (Figuras 18 € 19).
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Figura 18: Producao de IgG, IgM, IgA e IgE séricas totais. Camundongos BALB/c do
grupo SB foram esplenectomizados e apés trinta dias 0os soros de ambos 0s grupos
foram coletados e dosados por ELISA. As barras apresentam a média aritmética * erro
padrao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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Figura 19: Producao de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 séricas totais. Camundongos
BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e apds trinta dias os soros de ambos os
grupos foram coletados e dosados por ELISA. As barras apresentam a média aritmética

* erro padréo dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.
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4.6 A producao de citocinas em extratos de tecidos da medula déssea,
timo, linfonodos mesentéricos esta alterada em animais

esplenectomizados.

As citocinas sdo importantes mediadores em varios eventos
imunoldgicos. Para analisar o perfil de citocinas secretadas por células da MO,
timo e LnM retiramos esses 6rgaos 30 dias ap6s a esplenectomia. Um extrato
desses tecidos foi produzido e os sobrenadantes foram coletados para
posterior medida da concentracao local de citocinas, por ELISA.

A Figura 20 mostra que células da MO de animais esplenectomizados

produziram menores niveis de IL10 e IFN-y.

Producao de citocinas na medula 6ssea
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Figura 20: Producado basal de IL-4, IL-10, TGF-B e IFN-y do extrato celular da
medula éssea. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e apos
trinta dias os 6rgaos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras
apresentam a média aritmética + erro padrao dos valores obtidos para cada grupo

(n=5). * p < 0,05.
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Uma diminuigao nos niveis de IL-4, IL-10 e TGF-J foi observada, no timo
de camundongos SB (Figura 21). Quando avaliamos a produ¢édo de citocinas
nos LnM observamos um aumento nos niveis de IFN-y e uma diminui¢do na
producao de TGF-B (Figura 22).
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Figura 21: Producao basal de IL-4, IL-10, TGF-$ e IFN-y do extrato celular do timo.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e apés trinta dias os
orgaos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras apresentam a
média aritmética + erro padrao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.

Producao de citocinas no LnM

1000 - *
900 ~
800 -
700 ~
600 -
igg i m Sem Bago

300 -

200 - *
100 - Nd
0 =

IL4 IL10 TGF-b IFN-g

O Controle

ng/ml

Figura 22: Producao basal de IL-4, IL-10, TGF-B e IFN-y do extrato celular dos LnM.
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e ap0s trinta dias os
orgaos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras apresentam a
média aritmética * erro padrdao dos valores obtidos para cada grupo (n=5). * p < 0,05.

Nd = ndo detectado. A producgéao de IL-4 pelo grupo SP nao foi detectada. A
7



5. DISCUSSAO

Como o organismo é capaz de sobreviver apds a remoc¢ao do bago, um
6rgao responsavel por atividades de tamanha importancia para a manutencao
da vida? Para responder a essa pergunta, muitos estudos ainda deverao ser
realizados. Mas talvez o passo mais importante para se chegar mais préximo
da resposta, seria uma mudanga na maneira de estudar o sistema imune. A
grande maioria dos trabalhos procura explicar as relacées desse sistema com
0s virus, bactérias e parasitas. Sdo poucos os estudos envolvendo apenas a
fisiologia do sistema imune, sua imunobiologia.

O principal proposito deste trabalho foi o de descrever algumas das
mudancas que acontecem no sistema imune, em sua fisiologia, na auséncia do
baco e, assim, entender um pouco melhor as adaptacdes realizadas pelo
organismo na tentativa de restabelecer sua homeostase. Para tal, buscamos
avaliar as alteracbes causadas pela retirada do bago através da andlise das

células linféides em diferentes 6rgéos.

5.1 Os efeitos da esplenectomia no numero total de células linféides dos
orgaos analisados.

A nossa primeira questdo era se o0 organismo, apds a cirurgia de
remocéao do baco, era capaz de recompor em termos numéricos as populacoes
linféides. Estudos prévios demonstram que a esplenectomia resulta no
aumento do numero de células B no sangue em humanos, ovelhas e ratos

(Diring, et al., 1984; Westermann, et al., 1990; Seabrook et al., 2000)
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Para investigarmos se o numero de células linféides, em camundongos
BALB/c, estava alterado ap6s a esplenectomia, utilizamos a citometria de fluxo
para quantificar as principais populacdes linféides: células CD3*CD4" (TCD4),
CD3*CD8" (TCD8), CD19'CD5" (B1a) e CD19*'CD5" (B2). Os animais foram
separados em dois grupos experimentais, o grupo controle (C), com
camundongos com baco, e o grupo esplenectomizado (SB). Os experimentos
foram realizados 30 dias ap6s a cirurgia, como explicado nos Materiais e

Métodos.

A maior parte dos linfécitos B encontrada nos o6rgaos linféides de
animais adultos € proveniente de precursores na medula éssea e sao 0s
chamados linfocitos B2. As células B1 sdo uma populacdo menor de linfocitos
B que apresentam origem, caracteristicas fenotipicas, funcionais e distribuicdo
anatdmica diferentes das células B2 (Montecino-Rodriguez, 2006). Acredita-se
que os linfécitos B1 constituem uma linhagem fetal, proveniente do figado fetal,
que se auto-renova persistindo assim durante toda a vida do animal.
Fenotipicamente, as células B1 sido subdivididas em Bia e B1b pela presenca
ou auséncia da molécula de CD5 respectivamente (Herzenberg, 2006; Hardy,
2006). Em camundongos, elas sao encontradas na cavidade peritonial e
pleural, bago, lamina prépria do intestino e, em menor quantidade, nos
linfonodos. As subpopulacées de B1 possuem funcdes diferentes, mas
complementares. B1a é responsavel pela secrecao de anticorpos naturais, que
se ligam a antigenos nao protéicos, enquanto as imunoglobulinas produzidas
por células B1b sdo induzidas apds exposicao antigénica (Montecino-

Rodriguez, 2006).
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No presente estudo, o exame do numero de células das diversas
populagdes linféides em camundongos esplenectomizados nao revelou
diferencas quando comparados com animais do grupo controle. Ou seja, apés
30 dias da retirada do bago, o organismo recompds numericamente todas as
populacoées linféides analisadas.

Alguns trabalhos demonstraram que logo ap6s a esplenectomia ocorre
um aumento acentuado na contagem de leucdcitos, principalmente linfécitos,
no sangue (Bessler et al., 2004; Seabrook, et al., 2000). Supde-se que esse
aumento pode ocorrer tanto pela exacerbacao da atividade da medula 6ssea
quanto pela remocao de um sitio importante de alocacdo dessas células.
Entretanto, no nosso estudo, nédo foi observado o aumento do numero de
linfécitos no sangue nem tampouco no somatério dos 6rgaos avaliados: medula
o6ssea (MO), timo, linfonodos mesentéricos (LnM), linfonodos inguinais (Lnl),
placas de Peyer (PP), figado, sangue e lavado peritonial (LPe). Segundo
Petroianu et al. (2003), na falta do baco, a funcéo de controle do nimero de
leucécitos esta ausente e, por isso, em humanos, no pés-operatério imediato
da esplenectomia, ocorre a leucocitose. Outro estudo cita que o0 aumento de
linfécitos B no sangue pode estar relacionado a padrdes alterados na migracao
ou a um aumento da proliferacdo dessas células causada por uma infeccao
latente (Milicevic et al., 2001).

E provavel que, em nosso estudo, o aumento de células linféides ndo
tenha sido observado porque o tempo de 30 dias apds a cirurgia foi suficiente
para que ocorresse a redistribuicdo dos linfocitos para outros érgaos, ou para

que a atividade hematopoética da medula 6ssea se normalizasse.
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5.2 Os efeitos da esplenectomia no numero de linfécitos em cada érgao
analisado.

Como os resultados anteriores mostraram o restabelecimento do numero
total de células linféides nos animais esplenectomizados, o préximo passo foi
investigar como essa recomposicao teria acontecido em cada 6rgao. Para isso,
analisamos as os linfécitos T CD4*, CD8", Bl1a e B2 dos seguintes 6rgaos: MO,
timo, LnM, Lnl, PP, figado, sangue e LPe.

O observado foi uma distribuicdo diferenciada das populagdes linféides
em cada 6rgao analisado, ou seja, apds a esplenectomia o numero de linfocitos
estava alterado em cada 6rgdo. Em animais esplenectomizados, houve um
aumento do nimero de células TCD4" na MO e timo e uma reducdo no LPe,
LnM e Lnl. Quando avaliamos a populacdo celular TCD8" observamos um
aumento numérico dessas ceélulas na MO e uma diminui¢do no timo, LnM, Lnl,
e PP. A analise da populacdo B2 demonstrou um aumento no nimero desses
linfécitos na MO, LnM e, inesperadamente, no timo. Em camundongos
esplenectomizados, as populagées Bia também aumentaram na MO, timo,
LnM e Lnl, porém, sofreram uma reducao na PP, LPe e sangue.

De uma maneira geral, observamos um aumento do numero de linfocitos
TCD4*, TCD8", Bla e B2 na medula 6ssea. Estudos sobre a circulagdo de
linfécitos marcados com radioisétopos relatam uma tendéncia da medula éssea
em abrigar uma proporcao substancial dessas células (Rannie & Donald,
1977).

Também observamos uma distribuicdo ampla das células B1ia inclusive
para o timo, porém houve uma redugdo dessas células no LPe e sangue.

Aparentemente as células B1a dependem da presenca do baco, uma vez que a
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esplenectomia acarreta em diminuicdo dessas células, ndao afetando, porém a

populacdo B1b (Kretschmer, et al., 2004).

Nossos resultados mostram que a auséncia do bago promove grandes
alteracdes na distribuicao dessas populacdes linféides nos érgaos analisados.
Alguns estudos anteriores também relatam que a dinamica de migracao dos
linfécitos é alterada apo6s a esplenectomia (Massaioli et al., 1990; Karakantza et

al., 2004).

A maioria dos trabalhos, que avaliaram as conseqléncias imunoldgicas
da retirada do baco, analisou as populacbes linféides no sangue. Alguns
desses relatos mostraram: aumento do numero absoluto de linfocitos totais no
sangue (Petroianu et al., 2003; Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999),
reducdo no percentual de células TCD4", devido a um menor percentual da
subpopulacdo de <células T CD4'CD45RA* na circulagcdo sanguinea
(Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999) e reducédo no percentual de linfécitos
B1 circulantes em pacientes portadores de esquistossomose, submetidos a
esplenectomia (Martins-Filho et al., 1998). Em nosso trabalho, ndo observamos
alteragbes no numero absoluto de células linféides no sangue, nem no
somatério dos 6rgaos analisados nos camundongos SB. A Unica populacao

linféide circulante que apresentou diminuicao foi a populagao de linfocitos B1a.

Outros estudos observaram que a perda do bacgo leva a uma diminuicao
na expressao de LFA-1 e ICAM pelas células B no sangue e linfonodos. Isso
acelera a migragao dessas células através dos linfonodos e vasos linfaticos de
volta ao sangue, resultando em um maior nimero de células B encontradas no
sangue. Como os linfonodos contém cerca de 40% de todas as células B e o

sangue cerca de 2%, pequenas mudangas no numero de células B deixando
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esses 0Orgaos sao suficientes para provocar grandes alteracdes no numero
dessas células no sangue (Milicevic et al.,, 2001; Westermann et al., 1990;
Westermann et al, 1992). Nossos resultados demonstraram diferencas
numéricas das populagdes linféides em cada érgéo individualmente. E possivel
que o tempo de 30 dias tenha sido suficiente para que houvesse uma

redistribuicdo ampla e o estabelecimento dos linfécitos em outros 6rgaos.

Um aspecto interessante da composicdo dos sitios linféides examinados
pds-esplenectomia € que, na maioria desses sitios, houve um aumento das
duas populacbes de linfocitos B (B2 e B1a) acompanhado de reducédo das
populacdes de linfécitos T (CD4* e CD8Y). O perfil desses sitios aparenta,
entdo, um deslocamento compensatoério de linfocitos T com recrutamento de
linfécitos B. Como essas células (linfécitos B) sdo a grande populagdo de
linfécitos presentes no baco, parece plausivel que qualguer mecanismo
homeostatico sistémico implique no deslocamento de outros linfécitos para a
realocacao de células B. O unico 6rgao que apresentou aumento de todas as
populacdes linféides (B e T) foi a medula éssea. E provavel, entdo, que a
medula 6ssea atue como ponto de fuga para linfécitos B, mas também para os
linfocitos T nesse grande movimento de remodelamento dos tecidos linféides.
Seria interessante investigar em estudos futuros se outras populacdes da

medula 6ssea foram afetadas com esse aporte de linfécitos.

5.3 Os efeitos da esplenectomia na dinamica de distribuicao de linfécitos
transferidos.
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Os resultados anteriores demonstraram uma alteracdo no numero de
linfécitos na maioria dos Orgaos analisados em camundongos
esplenectomizados. Assim, resolvemos analisar a distribuicdo das células
linfoides nesses animais na tentativa de entender o mecanismo dessa
recomposicao. Para tal, células da medula éssea, do timo e do baco, marcadas
com CFSE, foram transferidas para camundongos do grupo controle e
esplenectomizados. O resultado obtido demonstrou uma distribuicdo alterada
das populagdes linféides injetadas no grupo SB quando comparado com o

grupo controle.

Quando transferimos células da medula 6ssea marcadas com CFSE,
observamos que os linfécitos TCD4" e TCD8" migraram preferencialmente para
a MO. Notamos também uma redugédo do numero de células CD4" nos Lnl e
PP. Os linfécitos B2 estavam em maior nimero na MO, figado e PP e em

menor nimero nos LnM.

A analise da distribuicdo de células do timo marcadas com CFSE
também revelou uma alteracdo na migracdo de todas as populagcdées nos
animais esplenectomizados. O numero de linfécitos TCD4" estava aumentado
na MO, LnM, Lnl e PP. As células CD8" do timo migraram preferencialmente
para a MO. De forma interessante, observamos um aumento da populacéo B2,

proveniente do timo, nos Lnl e LPe.

Também avaliamos a distribuicdo de células do baco marcadas com
CFSE e transferidas para camundongos do grupo controle e SB. Houve um
aumento do numero de células CD4" nos LnM e uma reducdo na MO de

camundongos SB. As células CD8" do bago migraram para a MO, LnM e Lnl.
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Linfocitos B2 no grupo SB se distribuiram mais amplamente pela MO, LnM, Lnl,

timo e LPe.

Os linfécitos se movem continuamente pela corrente sanguinea e pelos
vasos linfaticos de um tecido linféide periférico para outro e para locais onde
ocorre inflamacao. As células que ainda ndo foram ativadas recirculam através
de o6rgaos linféides periféricos e os linfocitos ativados migram para os tecidos
periféricos nos locais de infecgao e inflamacao (Springer, 1995). A retirada do
baco representa a perda de um sitio importante de alocacao e controle dessas
células linféides interferindo na organizacdo e circulacdo das mesmas

(Petroianu et al., 2003, Massaioli et al., 1990; Karakantza et al., 2004).

Em nossos resultados sobre a migracao de linfécitos em camundongos
esplenectomizados, observamos uma preferéncia de linfécitos TCD4" pela MO,
LnM, Lnl e PP e linfécitos TCD8" pelos LnM, Lnl, mas principalmente pela MO.
Como esperado, os linfécitos B foram as células que mais apresentaram
alteracao na migracao. Apesar de também migrarem para a medula 6ssea, 0s

linfécitos B se distribuiram de uma maneira mais ampla pelos outros 6rgaos.

Em um estudo que investigou a influéncia do baco nos padrées de
migracao de linfécitos, os pesquisadores mostraram que células B e T migram
preferencialmente para diferentes érgaos. Nesse estudo, a migracao de
linfécitos B e T foi alterada pela retirada do bagco, uma vez que a porcentagem
de linfécitos B aumentou e a de linfécitos T diminuiu em todos os 6rgaos
investigados (MO, LnM, PP e sangue) (Westermann et al.1989). Em nosso
estudo, no entanto, observamos tanto um aumento do numero de células B
quanto de células T na MO de camundongos esplenectomizados. O trabalho de

Westermann foi realizado com ratos, apds 90 dias da cirurgia, e a migragao foi
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avaliada apo6s 24 horas. No nosso estudo, os animais foram avaliados com 30
dias de esplenectomia e 12 horas apés a transferéncia das células. E possivel
que, nesse tempo, varios processos de redistribuicdo de células ja tenham sido
restabelecidos mas que o0 organismo ainda esteja se reestruturando, se
adaptando as mudancas geradas pela auséncia do baco. Nossos resultados
sao semelhantes aos de outro estudo sobre a circulacao de linfécitos, onde os
pesquisadores observaram a distribuicdo de linfécitos, marcados com
radiois6topos, do ducto toracico para 6rgaos nao linféides, medula éssea e
timo. A distribuicdo dos radioisétopos nos tecidos foi medida apoés a
transferéncia dos linfécitos. Nesse estudo a medula 6ssea foi capaz de abrigar

temporariamente 25% dos linfécitos injetados (Rannie, & Donald, 1977).

z

E importante ressaltarmos o aumento de células B no LPe quando
células do timo e do baco foram injetadas. Sabe-se que as células B1a podem
ser encontradas no peritbnio € no baco, apesar dessas populacdes diferirem
em expressao génica e funcdo. De maneira interessante, células B1a parecem
depender da presenca do baco uma vez que a esplenectomia acarreta em
diminuicdo dessa populacao, nao afetando, porém as células B1b (Kretschmer,
et al., 2004). Sugerimos que a subpopulacdo B1a do baco seja a responsavel
pelo aumento de células B observado no LPe. E possivel que a migracdo de
células B para o LPe, em camundongos esplenectomizados, seja uma tentativa
do organismo em compensar a diminuicdo de células Bila peritoneais

observada anteriormente em nosso trabalho.

Curiosamente observamos um aumento da distribuicao de células B

para o timo, quando células do bagco foram injetadas. Em resultado anterior
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observamos que apdés a esplenectomia, houve um aumento de células B e B1a

no timo.

5.4 Efeitos da esplenectomia no numero de células B1a e B2 expressando
moléculas de adesao e co-estimuladoras nos érgaos analisados.

Apés a retirada do baco observamos que os padrdées de migracdo dos
linfocitos, principalmente nas células B, estavam alterados. Sabe-se que a
recirculacéo e a migracao de linfécitos para tecidos e érgaos sao mediadas por
moléculas de adesao (Bauer et al.,2001). Por isso, resolvemos avaliar se o
namero de células Bila e B2, expressando essas moléculas, estava modificado
nos Orgaos analisados. Para tal, observamos a expressdao das moléculas de
adesao CD62L e a4B7. Como os padrdes de migracao dos linfécitos diferem se
estdo ativados ou nao, também optamos por investigar o nimero de células
ativadas nesses 6rgaos (Springer, 1995). Para isso, observamos a expressao
das moléculas co-estimuladoras CD40 e CD21.

A recirculagao de linfocitos através dos diferentes 6rgaos é regulada por
moléculas de adesdo, que reconhecem adressinas tecido-especificas no
endotélio vascular (Hamann et al., 1994). A molécula CD62L (L-selectina) é um
receptor, que pertence a familia das selectinas, expresso na superficie de
linfécitos inativos. As células B inativas migram para os linfonodos, mais
especificamente para os foliculos, utilizando CD62L e o receptor de quimiocina
CXCR5 (Abbas & Lichtman, 2005). A molécula 047 € uma integrina que
desempenha um papel importante na adesdao e migragcdo de linfocitos
direcionando essas células para a mucosa e tecidos linféides associados ao
intestino (Reese et al., 2005).
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Analisando primeiramente o perfil de expressdao das moléculas de
adesdo das células B1a observamos que no LPe houve um aumento no
namero de células expressando CD62L e uma diminuicdo de células
expressando o4B7, em camundongos SB. Na MO observamos um aumento de
células expressando a4p7. E possivel que as células Bla estejam partindo da
MO em direcdo aos tecidos linféides da mucosa intestinal. Por outro lado as
células B1a do LPe parecem estar se direcionando para outros 6rgaos.

Quando avaliamos o perfil de expressdo das moléculas de adesao pelos
linfécitos B2, observamos que o numero desses linfocitos marcados com a
molécula a4PB7 no LPe estava diminuido no grupo SB. Nos Lnl e nas PP
observamos um aumento no numero de células B2 marcadas com CD62L e
o4B7. Nos LnM houve uma diminuicdo do numero de células marcadas com
CD62L. Na MO observamos um aumento de células expressando o4B7. Esses
dados indicam que as células B2 estdo migrando da MO e Lnl principalmente
para tecidos linféides da mucosa intestinal.

A ativacao de células B comeca quando seu receptor de membrana se
liga a antigenos. Esse sinal é suficiente para a ativacdo de células B
estimuladas por antigenos nao protéicos. Porém, para a maioria dos antigenos
derivados de proteinas, sdo necessarios sinais co-estimuladores fornecidos
pelas células TCD4" para que acontega a ativagcdo adequada de células B
antigeno-especificas. Nesse processo co-estimulador a interagdo entre a
molécula CD40 (membro da familia do receptor do fator de necrose tumoral) e
seu ligante, CD40L (expresso em células T ativadas) tem sido considerado
essencial. Em camundongos deficientes para as moléculas CD40 e CD40L a

formacdo de centro germinativo e de respostas imune humorais contra
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antigenos protéicos séo danificadas (Merino et al., 2003). Camundongos CD40
deficientes possuem células B periféricas maduras que respondem
normalmente a antigenos nao protéicos e a antigenos protéicos com producao
de IgM mas nao respondem com producdo de IgG, IgA ou IgE e nao
desenvolvem centros germinativos (Oka et al., 1996). Ou seja, a molécula
CD40 é essencial para respostas imunes humorais eficientes. Nas células B, a
ativacao por CD40 leva a proliferacao e na presenca de IL-4 leva a mudanca
de classe de isotipo (Yasui et al, 2002). A molécula CD21 (Receptor de
complemento tipo 2) normalmente é detectavel em células B maduras
(Takahashi et al., 1997; Tedder et al, 1984). CD21 é um co-estimulador
importante de linfécitos B, facilitando a ativacao dessas células por antigenos
protéicos através de mecanismos variados. Estudos demonstraram que
camundongos CD21 deficientes possuem uma marcante diminuicdo da
resposta imune humoral a antigenos protéicos, uma deficiente formacao de
centros germinativos e de células B de memdria (Marchbank et al.,2002). A
molécula CD21 se liga com alta afinidade ao fragmento C3d (fragmento do
componente C3 do sistema do complemento) que permanece covalentemente

ligado a superficie antigénica (Twohig et al., 2007).

Analisando a expressao de moléculas de ativacdo pelas células Bla
observamos que no LPe houve uma diminuicdo no numero de células
marcadas com CD40, em camundongos SB. Nas PP observamos um aumento
de células expressando CD40. Nos Lnl houve uma diminuicdo do nimero de
células marcadas com CD21. Esses resultados demonstram uma diminuicao
no numero de células B1a ativadas no LPe e Lnl e um aumento dessas células

na PP em camundongos SB.
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Quando avaliamos o perfil de ativagao dos linfocitos B2 observamos que
o numero desses linfécitos no LPe e figado marcados com CD40 estava
diminuido no grupo SB. Na MO, Lnl e nas PP observamos um aumento no
nuamero de células B2 marcadas com CD21. Podemos inferir que as células B2
presentes na MO, Lnl e PP apresentaram um perfil ativado enquanto as células

do figado e LPe apresentaram um perfil inativado.

De uma maneira geral, ao investigarmos o efeito da esplenectomia no
perfil de ativagcdo das populacdes linféides Bla e B2, observamos que o
namero dessas células marcadas com moléculas de adesao e co-

estimuladoras estava alterado nos 6rgaos analisados.

Milicevic e colaboradores (2001) relatam em um estudo que apéds a
retirada do baco houve a reducao da expressao das moléculas LFA-1 e ICAM-1
em linfécitos B, do sangue e linfonodos. Nesse mesmo estudo, ndo foram
encontradas diferencas de expressao das moléculas L-selectina e integrina o-4
em células B, no sangue, apés 3 meses da esplenectomia. Diferentemente,
nossos resultados demonstram uma alteracdo no numero de células B
expressando essas moléculas em alguns 6rgdos. E importante ressaltarmos
também a diferenca no tempo em que os experimentos foram realizados e 0s
orgaos estudados. O primeiro estudo foi feito com 90 dias de esplenectomia,
enquanto o nosso foi realizado ap6s 30 dias de cirurgia. Em outro estudo, que
corrobora com nossos dados, é relatado que a ativagdo de linfocitos por
estimulos fisiol6gicos reforcam a ligacdo dependente de L-selectina pelas

vénulas altas do endotélio (Spertini, 1991). Ou seja, a ativacdo, mesmo que

provocada por fatores fisiolégicos, necessita de ligacdes que envolvam CD62L.
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E para que isso ocorra, faz-se necessario, que células aumentem a expressao
dessa molécula, ou que o numero de células expressando CD62L aumente.

Em pacientes que sofrem esplenectomia de 2 a 20 anos atras o nimero
de células no sangue expressando a molécula CD21 estava diminuido
(Demeter, 1991). Nés observamos apenas nos Lnl uma diminuicdo no niumero
de células B1a marcadas com essa molécula, em camundongos SB. Enquanto

que em linfécitos B2, na MO, Lnl e PP, observamos o contrario.

5.5 Os efeitos da esplenectomia no numero de células produtoras de
imunoglobulinas na MO, timo e LnM e nos niveis de imunoglobulinas IgG,

IgA, IgM e IgE no soro.

Uma vez que observamos diferengcas no nimero de células B ativadas
em alguns 6rgaos, resolvemos investigar se a atividade dessas células estaria
mantida apds esplenectomia. Para isso, analisamos o numero de células
produtoras de anticorpos, pela técnica de ELISPOT, na MO, timo e LnM.
Escolhemos esses 6rgdos porque eles apresentaram alteracées tanto no
namero absoluto de células B quanto no niumero de células B ativadas, em
camundongos SB.

Observamos que na MO de camundongos SB houve um aumento do
namero de células produtoras de anticorpos IgA e IgM refletindo no namero
total de células produtoras de Ig. Quando avaliamos o timo desse mesmo
grupo as células produtoras de IgM estavam em maior nimero porém as
produtoras de IgA sofreram uma diminuicdo. Nos LnM também observamos
uma reducdo no numero de células produtoras de IgA porém notamos um

aumento no numero de células produtoras de IgG.

61



Em nosso estudo também analisamos a producdo sistémica de
imunoglobulinas. No soro dos camundongos sem bago houve uma reducéao dos
niveis de imunoglobulinas 1gG, IgA e IgM sendo que, com relacdo a IgG, os
subtipos alterados foram 1gG2b e 1gG3. Esses dados corroboram os da
literatura que relatam, como alteracbes causadas pela auséncia do baco, a
diminuicdo da producao de subclasses de IgG e IgM (Brendolan et al., 2007).
De forma interessante, Martin & Kearney (2001) apontam a producdo desses
isotipos como caracteristica funcional semelhante entre células B1 e células B
da zona marginal do baco. E possivel inferir que os niveis reduzidos de IgG3 e
IgM estejam relacionados com alteracées nas células B1, pois, apesar de nao
ter sido observada diminuicdo do numero total dessa populacao, observamos
uma reducéo no sangue de animais sem baco.

Analisando os resultados obtidos sobre a atividade local e sistémica dos
linfécitos B, € possivel argumentar que o aumento do numero de células
produtoras de IgM e IgA observado na MO seja uma tentativa de compensar a
diminuicdo do nivel dessas imunoglobulinas no organismo. E pertinente
lembrarmos que linfécitos B1a secretam anticorpos naturais IgM, IgA e 1gG3,
mas principalmente IgM, e que a retirada do baco causa uma diminuicao
dessas células e, consequentemente, reduz os niveis desses anticorpos no
soro (Brendolan et al., 2007; Fagarasan et al., 2000). Observamos ainda um
aumento de células produtoras de IgG nos LnM. E provavel que este aumento
também represente um mecanismo de compensacao do organismo para elevar

0s niveis séricos de IgG, reduzidos apds a esplenectomia.

5.6 Os efeitos da esplenectomia na producao de citocinas em extratos de

tecidos da medula ossea, timo e linfonodos mesentéricos.
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Quando avaliamos a producao basal (ndo estimulada) de citocinas em
extratos de tecidos da MO, timo e LnM observamos que essa producao esta
alterada de maneira diferente em cada 6rgao. As células da MO de animais SB
produziram menores niveis de IL10 e IFN-y. Uma diminui¢do dos niveis de IL-4,
IL-10 e TGF-B também foi observada no timo. Quando avaliamos a producao
de citocinas nos LnM observamos um aumento nos niveis de IFN-y e uma

diminuicdo na producao de TGF-p.

E possivel relacionar esses dados com alguns resultados anteriores. A
interleucina IL-10 é uma citocina antiinflamatéria que modula a imunidade inata
e adaptativa (Samarasinghe, et al. 2006). Segundo Spencer e colaboradores
(1996) as células B1 sdo as maiores produtoras dessa citocina. A sua
diminuicdo na MO e timo poderia estar relacionada as alteragdes nas células
B1a, causadas pela esplenectomia. Apesar de ter sido observado um aumento
no numero de células Bla, esses 6rgaos nao demonstraram diferencas no

perfil de ativagdo dessas células.

O interferon-y age nos linfocitos B promovendo a troca de isotipos para
subclasses de IgG, especialmente IgG2a, em camundongos (Abbas &
Lichtman, 2005; Kawano et al., 1994). E interessante observarmos que nos
LnM existe um aumento dos niveis IFN-y e um aumento do niumero de células

produtoras de IgG em camundongos SB.

TGF-B (fator de crescimento e transformacéo ) estimula células B a
fazerem a troca para o isotipo IgA. (Abbas & Lichtman, 2005; Kunimoto et al.,
1992). No timo e nos LnM encontramos diminuidos os niveis dessa citocina

bem como o nimero de células produtoras de anticorpos IgA no grupo SB.
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A interleucina-4 estimula a troca de isotipo para IgE e IgG1 (Tangye, et
al., 2002). Apesar dos niveis dessa citocina estarem reduzidos no timo nao
observamos alteracdo no numero de células produtoras de IgG nesse 6rgao.
Nao foi possivel analisar se os niveis diminuidos de IL-4 interferiram no niumero
de células produtoras de IgE, uma vez que, nao conseguimos realizar a técnica
ELISPOT para essa imunoglobulina.

Seria interessante investigar mais detalhadamente as células que
estariam envolvidas na producao dessas citocinas, nesses tecidos, e também
investigar se a producao sistémica de citocinas estaria alterada, apds a retirada
do baco, através da analise do soro.

Embora a auséncia do baco seja acompanhada pelo aumento da
susceptibilidade a infecgdes bacterianas e por muitas alteragbes em 6rgaos
linféides, o resultado final é surpreendente (Amlot & Hayes, 1985). Os animais
esplenectomizados se adaptam a auséncia do baco ja que eles sobrevivem e
sdo capazes de produzir varios tipos de atividades imunolégicas diferentes.
Camundongos C57BIl/6 sem baco sao resistentes a infeccdo por Leishmania
major de maneira indistinguivel dos camundongos controle (Maioli et al, 2007)
e sao também capazes de desenvolver tolerancia oral a ovalbumina ingerida
(Barsante, 2001). Nossa hipétese € que muitas das alteragdes observadas nos
sitios linféides e na dindmica de re-distribuicdo dos linfécitos nos animais
esplenectomizados  podem  ser interpretadas como  mecanismos
compensatérios ou de adaptacédo as perturbacdes causadas pela auséncia do

baco.
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RESUMO DOS RESULTADOS

Camundongos BALB/c esplenectomizados nao apresentaram diferencas
no numero total de células linféides dos érgaos analisados em conjunto,
quando comparados com o grupo controle. Nao foi observado aumento
do numero de linfécitos no sangue tampouco no somatério dos 6rgaos
avaliados. Possivelmente, na auséncia do bago, houve uma

redistribuicdo dessas células para varios 6rgaos.

Os 6rgaos de camundongos SB, quando analisados individualmente,
apresentaram alteracées no numero de linfécitos. De uma maneira geral,
observamos um aumento no numero de linfécitos T na MO e uma
diminuicdo nos LnM e Lnl. As células B2 foram encontradas em maior
namero na MO, timo e LnM. Os linfécitos Bla apresentaram um
aumento numérico na MO, timo, LnM e Lnl e uma redugéao na PP, LPe e

sangue.

A dindmica de distribuicdo dos linfécitos (marcados com CFSE)
transferidos apresentou alteracdo ap6s a esplenectomia. Em nossos
resultados observamos a migragédo de linfécitos TCD4™ para MO, LnM
Lnl e PP e de linfécitos TCD8" para LnM, Lnl, mas principalmente para a
MO. Os linfécitos B se distribuiram de uma maneira mais ampla pelos
orgaos. Observamos um numero elevado dessas células na MO, LnM,

Lnl, timo e LPe de camundongos SB.
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Apoés a esplenectomia, observamos alteragdo no numero de células B1a
e B2 expressando moléculas de adesdo e co-estimulagdo. Nossos
resultados analisados em conjunto indicam que, em camundongos do
grupo SB:

- a MO e as PP apresentaram um numero maior de células Bla
ativadas, enquanto que no LPe e Lnl, o nimero de células ativadas
estava reduzido;

- a MO, as PP, os LnM e Lnl apresentaram um numero maior de células
B2 ativadas, enquanto que no LPe o niumero de células ativadas estava

diminuido.

Camundongos SB apresentaram alteragdes no numero de células
produtoras de anticorpos na MO, timo e LnM. Na MO houve um aumento
do numero de células produtoras de anticorpos IgA e IgM. No timo, as
células produtoras de IgM estavam em maior ndmero, porém, as
produtoras de IgA sofreram uma diminui¢do. Nos LnM observamos uma
reducdo no numero de células produtoras de IgA e um aumento no

namero de células produtoras de IgG.

Camundongos sem baco apresentaram niveis reduzidos de
imunoglobulinas IgA, IgM e IgG, sendo que, com relacdo a IgG, os
subtipos alterados foram IgG2b e 19gG3.

Camundongos SB apresentaram niveis basais alterados de citocinas em
extratos de tecidos da medula 6ssea, timo e linfonodo mesentérico.
- As células da MO de camundongos esplenectomizados produziram

niveis reduzidos de IL10 e IFN-y.
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- As células do timo de camundongos SB apresentaram niveis de IL-4,
IL-10 e TGF- reduzidos;
- As células do LnM de camundongos SB apresentaram uma producao

mais elevada de IFN-y e uma diminui¢cdo na produgéo de TGF-f.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a retirada do baco
afeta o sistema imune de maneira global. A maioria dos érgaos investigados
demonstrou diferengas numéricas celulares importantes, principalmente
medula éssea, timo, linfonodos mesentéricos e lavado peritonial. Todas as
populacdes linféides analisadas apresentaram modificagcbes em seus trajetos
de distribuicao quando injetadas em camundongos esplenectomizados. O
namero de células expressando moléculas de ativagcdo também estava
modificado nos 6rgaos. Além disso, a producédo de imunoglobulinas no soro e
de citocinas na medula éssea, timo e linfonodos mesentéricos estavam
alteradas. Finalmente, ao investigarmos o numero de células produtoras de
anticorpos, nesses mesmos 6rgaos, também observamos modificacdes.

Apesar de terem sido constatadas diversas mudancas, algumas dessas
alteracdes podem ser interpretadas como mecanismos de compensacao do
organismo para as perturbacoes causadas pela auséncia de um érgao

envolvido em fung¢des imunoldgicas centrais.
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