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RESUMO 

 

O baço age como um filtro, na medida em que remove do sangue células 

sanguíneas e microrganismos, bem como células cobertas por anticorpos, em 

condições fisiológicas ou patológicas. Por sua anatomia e localização, o baço é 

o principal órgão envolvido no início da resposta imune a antígenos presentes 

na circulação. Apesar da remoção cirúrgica do baço estar associada ao risco 

de infecção subseqüente, as indicações para a esplenectomia total, para 

determinadas patologias, continuam existindo. Apesar disto, as conseqüências 

da ausência do baço sobre os órgãos e sítios linfóides têm sido pouco 

avaliadas. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar como o sistema imune 

se reorganiza na ausência do baço, através do estudo dos efeitos da 

esplenectomia em vários órgãos e sítios linfóides 30 dias após a 

esplenectomia. Nossos resultados sugerem que a retirada do baço afeta o 

sistema imune de maneira global. A análise do número de células das 

principais populações linfóides não demonstrou aumento do número de 

linfócitos no sangue tampouco no somatório dos órgãos avaliados em 

camundongos esplenectomizados (SB). No entanto, quando esses órgãos 

foram analisados individualmente, apresentaram alterações no número de 

linfócitos, principalmente na MO, timo, LnM e LPe. O estudo da migração de 

linfócitos em camundongos SB revelou uma preferência de células TCD4+ e 

TCD8+ pela MO. Apesar de também migrarem para a MO, os linfócitos B se 

distribuíram de uma maneira mais ampla pelos outros órgãos. O número de 

células expressando moléculas de ativação também estava modificado nos 

órgãos analisados: observamos uma diminuição no número de células B1a e 

B2 ativadas no LPe. As células B2 presentes na MO apresentaram um perfil 
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ativado. Além disso, camundongos SB apresentaram níveis reduzidos de 

imunoglobulinas IgA, IgM e IgG, sendo que nesta última, os subtipos alterados 

encontrados foram IgG2b e IgG3. Camundongos SB apresentaram níveis 

basais alterados de citocinas em extratos de tecidos da MO, timo e LnM. De 

uma maneira geral camundongos SB produziram níveis reduzidos de IL-4, IL-

10 e TGF-β, porém, células dos LnM desses camundongos apresentaram uma 

produção mais elevada de IFN-γ. Ao investigarmos o número de células 

produtoras de anticorpos também observamos modificações importantes na 

MO, timo e LnM. Algumas dessas alterações podem ser interpretadas como 

mecanismos compensatórios ou de adaptação às perturbações causadas pela 

ausência do baço, órgão envolvido em funções imunológicas centrais. Esses 

animais de fato se adaptam à ausência do baço já que eles sobrevivem e são 

capazes de produzir vários 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 B1a 

and B2 cells in PC, and an increase in activated B2 cells in BM. Moreover, SP 

mice showed reduced levels of IgA, IgM and IgG, 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-β. 

However, MLn cells of these mice showed a higher production of IFN-γ. 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. INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 O Baço e a cirurgia esplênica: aspectos históricos 

 

Desde os tempos antigos são atribuídas ao baço funções que 

posteriormente foram comprovadas pela ciência. Contando apenas com o 

recurso da observação povos antigos descreveram esse órgão corretamente 

sob o ponto de vista morfológico e funcional (Petroianu et al., 2003). 

O documento mais antigo conhecido sobre o baço pertence aos chineses, 

que o posicionam como um dos quatro órgãos do corpo responsáveis pela 

defesa do organismo, pelo fornecimento de energia para outros órgãos e pela 

digestão. Realmente o baço está envolvido em todas essas funções. A 

começar pela dita defesa, esse órgão é o maior responsável pela remoção de 

antígenos da circulação através da fagocitose realizada por macrófagos 

esplênicos. O baço ainda contém cerca de 25% de todos os linfócitos do 

organismo, nele são produzidas imunoglobulinas além de citocinas. O 

fornecimento de energia pode ser explicado pelo fato do baço liberar hemácias 

na circulação de muitos mamíferos quando estes estão em situações que 

demandam esforço sistêmico. O papel do baço na digestão pode ser 

relacionado tanto à digestão microscópica exercida pelos macrófagos 

esplênicos quanto à sua participação na formação de bilirrubinas (Petroianu et 

al., 2003). 

Na cultura hebraica, segundo livros da tradição histórica, o baço seria 

responsável por produzir o riso e a alegria, mas também possuiria a função de 

triturar as impurezas do sangue. Além disso, acreditava-se que o baço também 

era responsável pela sonolência e pela apatia. A primeira indicação de 

esplenectomia também pertence à história hebraica. A cirurgia teria sido 

realizada, na época do Rei David, em 50 soldados para que estes pudessem 

correr com maior velocidade. É interessante considerarmos que naquela época 

a malária e a esquistossomose mansônica, doenças que provocam a 

esplenomegalia, eram endêmicas em todo o Oriente Médio. O aumento do 

baço provocaria anemia pelo armazenamento intenso de sangue e assim 

explicaria a apatia e a sonolência 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 baço na melhora do desempenho físico foi comprovado 

pelas pesquisas realizadas em 1922. Ratos esplenectomizados eram mais 

velozes e resistentes em corridas quando comparados com ratos que 

possuíam o baço intacto (McClusKy et al., 1999; Wilkins, 2002; Petroianu et al., 

2003). 

Segundo escritos de Erisistratus, considerado o fundador da anatomia, o 

baço possuía, como única função, contrabalancear o fígado possibilitando 

equilíbrio corpóreo e fazendo com que a pessoa não se encurvasse para a 

direita. É pertinente lembrar que o aumento do baço ocorria em conseqüência 

da malária e da esquistossomose, endêmicas no Egito naquela época (século 

III a.C.). Assim, as dimensões do baço eram consideradas equivalentes às do 

fígado (Petroianu et al., 2003; Wilkins, 2002). 

O primeiro a descrever a cápsula esplênica foi Highmore, mas Marcello 

Malpighi, fundador da anatomia microscópica foi o responsável pelo grande 

avanço científico na morfologia esplênica. Seus estudos, realizados por volta 

de 1686, resultaram no conhecimento sobre a cápsula esplênica e suas 

inserções intraparenquimatosas sob a forma de trabéculas. Ao comparar o 

baço a uma fruta, denominou o parênquima de polpa e observou sua divisão 

em duas partes, que, pela cor encontrada nos cadáveres, foram chamadas de 

polpa vermelha e polpa branca. Segundo Malpighi, a polpa branca era formada 

por estruturas que pareciam glândulas que, por não possuir ductos visíveis, 

lançavam “sombras” na circulação sanguínea (Petroianu et al., 2003; Crosby, 

1983; Wilkins, 2002).. 

Outro grande momento, a ser destacado ainda sobre a história da 

morfologia esplênica, foi quando Aschoff e Landau, em 1913, descreveram o 

sistema reticuloendotelial, no qual o baço se destaca como um dos seus 

órgãos mais importantes (Petroianu et al., 2003). 

A respeito da história da fisiologia esplênica, Platão pode ser citado. 

Segundo o filósofo, o baço teria como função retirar as impurezas do corpo e 

principalmente do fígado. Desde essa época (século V a.C.) já estava 

estabelecida, no ocidente, a função de depuração do organismo exercida pelo 
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baço, que somente teve sua comprovação científica no século XIX. Estudos 

científicos iniciados com Ecker e Von Kölliker em 1847 constataram que 

corpúsculos de hemácias eram removidos da circulação sanguínea e retidos no 

baço, onde eram destruídos (Petroianu et al., 2003). 

O primeiro registro de esplenectomia bem sucedida é atribuído a Adrian 

Zacarelli, em 1549, que retirara o baço gigante de uma mulher de 24 anos. A 

cirurgia foi rápida, conduzida sob sedação com várias drogas, incluindo bebida 

alcoólica, e a evolução da paciente no pós-operatório foi adequada. Em 1578, 

outra esplenectomia total foi documentada pelo médico Guilielmi Ballonni. 

Segundo Ballonni, a operação foi realizada por um barbeiro e, diante da vida 

normal que o paciente teve após a cirurgia, surgiu o questionamento da 

necessidade do baço para a vida. Ao longo da história, essa dúvida já havia 

sido levantada por muitos cirurgiões e pesquisadores e infelizmente continua 

atual e é a principal responsável pelas esplenectomias realizadas 

indiscriminadamente (Mayo, 1928; Petroianu et. al., 2003). 

Por causa das importantes funções atribuídas ao baço, o receio de retirá-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 compreensão sobre os efeitos da esplenectomia. 

Como esses estudos não mostraram adversidades ocasionadas pela retirada 

do baço, já que os animais continuavam vivos e aparentemente normais, os 

pesquisadores concluíram que esse órgão de fato não era essencial à vida. 

Conseqüentemente, a esplenectomia deixou de ser considerada perigosa e 

passou a ser praticada amplamente não só em casos de traumatismos 

abdominais, mas também em outras doenças como púrpura trombocitopênica, 

esferocitose, síndrome de Banti, anemia hemolítica, doença 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 correlação 

entre a ausência do baço e a ocorrência de “infecções bacterianas fulminantes” 

em crianças que haviam sido anteriormente esplenectomizadas por 

esferocitose. A taxa de mortalidade pela infecção alcançava 40% dessas 

crianças. (King & Schumacker, 1952; Petroianu et al., 2003). Posteriormente, 

surgiu uma série de relatos de infecções pós-esplenectomia, quadro 
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caracterizado pelo início súbito, de curso fulminante e mortalidade elevada, 

sendo 58 vezes mais freqüente em pacientes esplenectomizados do que na 

população em geral (Morris & Bullock, 1919; Petroianu et al., 2003). 

Primeiramente a “infecção fulminante pós-esplenectomia” (IFPE) foi 

relacionada principalmente a crianças que haviam sido esplenectomizadas por 

desordens hematológicas (Horan & Colebatch, 1962). Posteriormente, em 

1973, foi relatado que a “infecção fulminante pós-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 responsáveis pelo quadro de infecção 

fulminante pós esplenectomia são: Meningococcus, Staphylococcus, 

Streptococcus, sendo o Pneumococcus o principal agente causador (Singer, 

1973). 

Apesar da remoção cirúrgica do baço estar associada ao risco de infecção 

subseqüente, as indicações para a esplenectomia total continuam existindo 

para alguns pacientes portadores de determinadas patologias como, por 

exemplo, púrpura trombocitopênica, esferocitose e pancitopenia (Wallace et al., 

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

 

 

1.2 O baço: aspectos anatômicos, morfológicos e funcionais. 

 

O baço é o segundo maior órgão linfóide do organismo, apresenta forma 

alongada, cor vermelho-púrpura, com diâmetros aproximadamente de 12 x 7 x 

4cm. No adulto, pesa entre 100 e 250g e é encontrado no hipocôndrio 

esquerdo. É o maior órgão do sistema reticuloendotelial, localiza-se em uma 

região entre a circulação sistêmica e a circulação porta. Recebe sangue arterial 

principalmente pela artéria esplênica, derivada do tronco celíaco, e a drenagem 

venosa é processada através da veia esplênica, que forma a veia porta. Em um 

adulto de 70Kg passam pelo parênquima esplênico 350 litros de sangue a cada 

24 horas. (Petroiano et al., 2003). Esse órgão inicia seu desenvolvimento 

próximo à sexta semana de vida fetal como uma condensação de células 

mesodérmicas. O evento inicial de formação das células esplênicas é o 
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desenvolvimento da placa mesodérmica esplênica, derivada do mesoderma 

adjacente ao estômago e ao pâncreas (Brendolan et al., 2007; Hecksher-

Sorensen  et al., 2004). 

O baço é envolvido por uma cápsula fibrosa, de tecido conjuntivo denso, 

que origina trabéculas para o interior do órgão, região denominada polpa 

esplênica. 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 baço. É a região especializada em remover eritrócitos 

envelhecidos ou alterados e plaquetas. Nesse compartimento, o sangue arterial 

chega pelas veias esplênicas aferentes. Dentro da polpa vermelha, há a 

formação de um arranjo de fibras reticulares, fibroblastos e macrófagos que 

fagocitam os eritrócitos que passam pelas fibras. A fagocitose de eritrócitos é 

importante para a reciclagem do ferro (Mebius & Kraal, 2005). Após a 

fagocitose, os macrófagos funcionam como unidades recicladoras fornecendo 

matéria-prima para a formação de novos eritrócitos. As hemácias são 

hidrolisadas nos fagossomos dos macrófagos e o grupo heme derivado dessa 

lise é catabolisado em biliverdina, monóxido de carbono e íon ferroso (Fe2+). 

Depois disso, o ferro é distribuído para as demais células ou estocado ligado a 

ferritina (Knutson & Wessling-Resnick, 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 1: Corte do baço onde se observa a cápsula que emite trabéculas para o 
interior do órgão. A polpa branca, com suas arteríolas, está circundada por uma 
linha interrompida. A polpa vermelha circunda a polpa branca e ocupa a maior parte 
do órgão (Junqueira & carneiro, 2004). 
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A anatomia da polpa vermelha não é adequada somente para filtrar o 

sangue, pela combinação de um sistema de vasos venosos abertos, mas 

também contém macrófagos que possuem propriedades especiais para 

fagocitar e destruir bactérias e para facilitar o metabolismo do ferro. O ferro é 

importante tanto para a sobrevivência de bactérias como do hospedeiro. Vários 

patógenos competem pelo ferro no soro e tecidos secretando moléculas 

(sideróforos) que possuem uma alta afinidade por essa substância se ligando a 

ela e transportando-a de volta para a bactéria através de receptores 

específicos (Ratledge, C. & Dover, L. G., 2000). Após o encontro da bactéria 

com o macrófago e do início de sua ativação através da sinalização pelos 

receptores tipo toll (TLR), os macrófagos podem secretar moléculas (lipocalina 

2) que seqüestram o ferro ligado aos sideróforos, limitando assim o 

crescimento bacteriano. (Flo, T. H. et al., 2004). A lipocalina 2 é produzida por 

várias células mielóides, mas essa produção pode ser facilmente induzida 

particularmente em macrófagos encontrados na polpa vermelha (Mebius & 

Kraal, 2005). 

A polpa branca consiste de tecido linfóide circundado pela polpa vermelha, 

sendo o compartimento imunologicamente ativo do baço. Nela são distinguidas 

três regiões principais: a bainha linfóide periarteriolar (PALS), os folículos 

linfóides, contidos nas PALS, e a zona marginal, que separa a polpa branca da 

polpa vermelha (Van Ewijk & Nieuwenhuis P., 1985). Os linfócitos T e B 

ocupam áreas distintas no baço, sendo as células T encontradas 

predominantemente na PALS e as células B nos folículos linfóides. A 

organização e a manutenção da polpa branca são controladas por quimiocinas 

específicas que atraem células T e B para seus respectivos compartimentos, 

estabelecendo assim as zonas específicas da polpa branca (Mebius & Kraal, 

2005). A zona marginal é uma importante área de passagem de células que 

deixam a corrente sanguínea e entram na polpa branca. Além de ser uma área 

de transição, a zona marginal contem um grande número de células residentes 

que, não só possuem propriedades únicas, como também parecem depender 

umas da outras para estabelecer e manter a integridade dessa região. Dois 

subconjuntos de macrófagos podem ser encontrados nesse local. O primeiro 

subconjunto, constituído de macrófagos denominados macrófagos da zona 

marginal, forma um anel externo de macrófagos que se caracterizam por 
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expressar uma lectina tipo C (SIGNR1) e o receptor de macrófago com 

estrutura de colágeno (MARCO). O segundo subconjunto, constituído de 

macrófagos denominados macrófagos metalofílicos da zona marginal, está 

localizado mais próximo da polpa branca, forma um anel interno de macrófagos 

que expressam a molécula de adesão sialoadesina (SIGLEC1). Entre os dois 

subconjuntos de macrófagos, são encontradas células B da zona marginal e 

um subtipo de células dendríticas. Estudos indicam que células B da zona 

marginal e macrófagos da zona marginal influenciam uns ao outros. Tem sido 

atribuído aos linfócitos B um papel na organização e integridade da zona 

marginal. Além disso, estudos demonstram que o receptor de macrófago com 

estrutura de colágeno (MARCO), expresso em macrófagos da zona marginal, é 

essencial para a retenção de linfócitos 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 imunológicos inatos e adaptativos do baço 

 

O baço age como um filtro, na medida em que remove do sangue células 

sanguíneas e microrganismos, bem como células cobertas por anticorpos, em 

condições fisiológicas ou patológicas (Wolf et. al., 1999). Por sua anatomia e 

localização, o baço é o principal órgão envolvido no início da reatividade 

imunólogica a antígenos presentes na circulação (Tischendorf, 1985). 

Uma das atividades importantes de um órgão linfóide secundário é iniciar a 

reatividade imunológica a antígenos drenados para esse sítio (Van den 

Eertwegh et al., 1994). No baço, os componentes da reatividade imune inata e 

adaptativa podem ser eficientemente ativados tornando-o um órgão importante 

para a homeostase imunológica (Mebius & Kraal, 2005). Células residentes na 

zona marginal expressam receptores específicos, alguns dos quais exclusivos 

para essa região, que contribuem para uma eficiente captura de antígenos e 

patógenos presentes no sangue (Gordon, S., 2002). SIGNR1 e MARCO são 

receptores específicos da zona marginal que, juntamente com receptores do 

tipo toll (TLR), reconhecem padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs). O SIGNR1 se liga a antígenos de polissacarídeos, tais como 
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lipoarabinomanana, que está presente na superfície da Mycobacterium 

tuberculosis, levando à internalização e à degradação do patógeno. SIGNR1 

possui importância crucial na captura e destruição de Streptococcus 

pneumoniae além de infecções virais (Geijtenbeek, T. B. et al. 2002; Kang, Y. 

S. et al., 2003). O receptor MARCO pode reconhecer vários patógenos, entre 

eles Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Existe um reconhecimento 

complementar entre os receptores SIGNR1 e MARCO por esses patógenos 

(Elomaa, O. et al., 1995). 

Macrófagos metalofílicos da zona marginal, que expressam a molécula de 

adesão SIGLEC1, são os principais produtores de interferon-α e β após o 

contato sistêmico com vírus. Curiosamente, os macrófagos da zona marginal 

são caracterizados pela falta de expressão de MHC II. Assim, foi proposto que 

a ativação subseqüente de células B da zona marginal ocorre pelo contato com 

produtos degradados do patógeno que foram opsonizados pelo complemento 

(Mebius & Kraal, 2005). 

As células B da zona marginal detectam com eficiência patógenos 

presentes no sangue e se ativam de maneira rápida se diferenciando em 

células produtoras de IgM ou se tornando capazes de funcionar como células 

apresentadoras de antígenos (Lopes-Carvalho, T & Kearney, J. F., 2004). 

Após ativação na zona marginal, algumas células residentes, como as 

células B e subpopulações de células dendríticas, podem migrar para a polpa 

branca. Após a captação de antígenos solúveis, células B da zona marginal se 

transformam em potentes APCs capazes de ativar linfócitos TCD4+ virgens 

(Attanavanich, K & Kearney, J. F., 2004). 

Após ativação, células dendríticas do sangue, que estão temporariamente 

presentes na zona marginal, são induzidas a migrar para a polpa branca. Esse 

processo é crucial para o início 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 início da reatividade imune envolvendo 

linfócitos. A organização geral e imunofisiológica da polpa branca é muito 

semelhante à estrutura e função dos linfonodos. Uma diferença importante é a 

maneira pela qual os linfócitos entram nos diferentes órgãos linfóides. Nos 

linfonodos, a maioria dos linfócitos entra através das vênulas de endotélio alto 
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(HEVs) e dos vasos linfáticos aferentes. No baço, todas as células entram na 

polpa branca através da zona marginal. Nessa região, células imunes inatas, 

bem como células B da zona marginal, estão localizadas sendo, por isto, muito 

efetivas na fagocitose e destruição de patógenos presentes no sangue. No 

início da ativação dos componentes linfóides da reatividade imunológica, as 

células dendríticas do sangue são as responsáveis pela captura de antígenos 

(sejam eles bactérias ou proteínas) e pelo transporte dos mesmos para o baço.  

Ao entrar no baço, essas células dendríticas medeiam a diferenciação inicial e 

a sobrevivência 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 expressão de CXCR5 e diminuição 

da expressão de CCR7 por essas células, o que lhes permite migrar para a 

borda dos folículos linfóides. Nos folículos linfóides, a ligação do receptor 

antigênico das células B com o antígeno induz o aumento da expressão de 

CCR7 levando à migração desses linfócitos para a borda dos folículos linfóides, 

onde recebem auxílio das células T ativadas. Após o contato com as células T 

ativadas, os linfócitos B trocam de isotipo dentro do folículo linfóide 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 saída de linfócitos da polpa branca e a 

rota anatômica exata usada por essas células ainda não são conhecidos. 

Assume-se que os linfócitos deixam a polpa branca através de canais de 

transição que servem como passagens para a zona marginal e para a polpa 

vermelha e assim atingir a corrente sanguínea (Mitchell, 1973). 

 O tipo de reatividade imunológica, desencadeada pela entrada de 

antígenos no corpo e na circulação, depende do ambiente onde acontecerá a 

sinapse imunológica, que representa a apresentação antigênica em todos os 

seus detalhes, e depende também das moléculas e células presentes, 

induzindo uma eventual resposta ou tolerância a esses antígenos. Vários 

fatores partícipes desse contexto de ativação são fundamentais na 

determinação do tipo de reatividade ativada: perfil de citocinas, sinais co-

estimuladores, tipos celulares envolvidos e estágio de desenvolvimento dessas 

células (Vaz et al., 1997; Lanzavecchia & Sallusto, 2001). 
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1.4 Alterações causadas pela esplenectomia 

 

 O papel crucial do baço na proteção contra patógenos presentes no 

sangue foi demonstrado em estudos de pacientes esplenectomizados e em 

camundongos que não conseguem montar respostas adequadas aos diversos 

antígenos bacterianos (Amlot & Hayes,1985). 

 A capacidade fagocítica dos macrófagos esplênicos é fundamental para 

a remoção de bactérias do sangue. Em ratos imunizados com polissacarídeos 

de pneumococo, a esplenectomia conduz ao acúmulo de polissacarídeos nos 

linfonodos e à retenção de complexos imunes, aumentada nos folículos dos 

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

 As principais modificações na resposta imune causadas pela retirada do 

baço são: aumento do número de leucócitos no sangue periférico (Balsalobre & 

Carbonell-Tatay, 1991), redução da atividade fagocitária (Shennib et al.,1983), 

redução da IgM sérica (Drew et al., 1984), menor atividade da via alternativa do 

complemento e diminuição de substâncias ligadas à ativação de macrófagos, 

como tuftsina (Spirer et al., 1977). 

Estudos que avaliaram as conseqüências imunológicas, em longo prazo, 

em humanos que sofreram esplenectomia após traumatismo, demonstraram 

uma redução no percentual de células TCD4+, sendo observado um menor 

percentual da subpopulação de células T virgens CD4+ CD45RA+ na circulação 

sanguínea (Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999). 

 Em relação à produção de citocinas após estimulação com 

lipopolissacarídeo (LPS), camundongos esplenectomizados mostraram um 

aumento da capacidade de produção de IL-6, IL-10 e TNF-α por macrófagos e 

uma redução dessa capacidade por células mononucleares do sangue 

periférico (PBMC) e células dos linfonodos mesentéricos. Esses achados 

sugerem que a esplenectomia modula a função imune de forma distinta nos 

diferentes compartimentos do organismo (Shih-ching et al., 2004). A 

esplenectomia não levou a alteração nos níveis séricos da produção de IFN-γ, 

porém foram detectados níveis aumentados de IL-10 em camundongos que 

receberam tratamento com injeção intravenosa de LPS (Ikuta et al., 2004). 

Porém, em camundongos infectados com Listeria monocytogenes a 
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esplenectomia promoveu a redução dos níveis séricos de IFN-γ (Wood et al., 

1984). 

 Estudos em camundongos com artrite induzida por polímero de 

peptideoglicano e polissacáride de Streptococcus pyogenes demonstraram que 

a esplenectomia era capaz de promover mudanças na resposta celular, 

incluindo redução no percentual de monócitos e células T e aumento no 

percentual de linfócitos B (Kimpel et al., 2003). 

Em relação a doenças parasitárias um estudo realizado em nosso 

laboratório demonstrou que camundongos C57Bl/6 esplenectomizados (SB) 

são tão resistentes a infecção por Leishmania major quanto camundongos da 

mesma linhagem com baço. Nesse experimento não foi observada diferença no 

tamanho das lesões, na parasitema, tampouco na produção de IFN-γ entre os 

grupos SB e controle (Maioli et al, 2007). No entanto, em camundongos 

infectados por Trypanosoma cruzi a esplenectomia alterou o desenvolvimento 

da infecção reduzindo a parasitemia no sangue, mas aumentando a presença 

de parasitos no fígado. Nos animais esplenectomizados, a concentração de 

IFN-γ estava reduzida não somente no soro, mas também no fígado onde os 

parasitos se concentraram na ausência do baço (Maioli, 2008). 

Outro trabalho realizado em nosso laboratório mostra que a 

esplenectomia não afeta a indução da tolerância oral a Ovalbumina (Ova), mas 

leva a uma diminuição da produção de IFN-γ pelas células dos linfonodos 

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

Muitos estudos foram realizados para avaliar o efeito da esplenectomia pós-

traumática, em conseqüência de doenças auto-imunes e sanguíneas, além de 

seu efeito em doenças parasitárias. No entanto, as conseqüências da ausência 

do baço sobre os órgãos e sítios linfóides têm sido pouco avaliadas. Sabe-se 

que a retirada do baço afeta a função imune de maneira sistêmica e ao mesmo 

tempo distinta nos diferentes compartimentos do organismo. Porém, o indivíduo 

esplenectomizado, mesmo que com limitações e maiores riscos de infecções, 

sobrevive. Assim, este trabalho busca um melhor entendimento sobre como o 

sistema imune se reorganiza na ausência do baço através do estudo dos 

efeitos da esplenectomia na homeostase dos órgãos e sítios linfóides. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Caracterizar os efeitos da esplenectomia na homeostase do sistema 

imune pela da análise das populações linfóides e da atividade dessas células. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Caracterizar as populações linfóides em diferentes órgãos e sítios 

após esplenectomia. 

 

� Caracterizar, por citometria de fluxo, as populações celulares linfóides 

(CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD19+CD5+, CD19+CD5-) nos seguintes 

órgãos: linfonodos mesentéricos, linfonodos inguinais, placas de Peyer, 

medula óssea, timo, fígado, sangue e lavado peritonial em 

camundongos normais e esplenectomizados. 

 

 

2.2.2 Analisar a dinâmica de distribuição de linfócitos transferidos para 

animais esplenectomizados. 

 

� Analisar por citometria de fluxo, através da marcação fluorescente 

(CFSE), a migração das células TCD4+, TCD8+ e B, nos órgãos e sítios 

linfóides de camundongos normais e esplenectomizados. 

 

 

2.2.3. Analisar os efeitos da esplenectomia na expressão de moléculas de 

adesão e co-estimuladoras nos linfócitos B1a e B2. 

 

� Analisar por citometria de fluxo, o perfil das moléculas de adesão 

CD62L, α4β7, CD40, CD21 expressas em células linfóides de 

camundongos normais e esplenectomizados. 
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2.2.4. Avaliar os efeitos da remoção cirúrgica do baço na atividade local e 

sistêmica dos Linfócitos B. 

 

a) Analisar o número de células produtoras de imunoglobulinas. 

 

� Contar através da técnica ELISPOT as células produtoras das 

imunoglobulinas Ig total, IgG, IgA e IgM na medula óssea, timo e 

linfonodos mesentéricos. 

 

b) Analisar a produção de imunoglobulinas no soro. 

 

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

IgG2b, IgG3, IgA, IgM e IgE utilizando o soro de camundongos normais 

e esplenectomizados. 

 

 

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

extratos de tecidos. 

 

� Medir através da técnica ELISA a produção das citocinas IL-4, IL-10, 

IFN-γ e TGF-β em extratos de tecidos da medula óssea, timo, linfonodos 

mesentéricos e soro de camundongos normais e esplenectomizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

14 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Animais Experimentais 

 

Foram utilizados, nesse trabalho, camundongos da linhagem BALB/c, 

fêmeas, com 8 a 10 semanas de idade, fornecidos pelo Biotério Central 

(CEBIO) e mantidos no biotério do Laboratório de Imunobiologia do ICB-UFMG. 

Os animais permaneceram em ambiente com controle de iluminação e 

receberam água e comida sem restrições durante todo o tempo do 

experimento. 

O projeto está de acordo com os Princípios Éticos da Experimentação 

Animal e foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo número 

10/2007). 

 

3.2 Procedimento Cirúrgico 

 

Os camundongos foram anestesiados pela via intraperitoneal com uma 

solução contendo Cloridrato de Ketamina, Cloridrato de 2-(2,6-xilino)-5,6-

dihidro-4H-1,3-tiazina e salina fisiológica 0,9%. Após a anestesia, os baços dos 

animais foram retirados cirurgicamente através de um corte de 1cm na lateral 

esquerda do abdome. Posteriormente, o tecido foi suturado com fio cirúrgico de 

nylon 4.0. Logo após 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 cirúrgico não ultrapassou o limite de 8% 

do total de animais. Os animais foram deixados 30 dias em recuperação antes 

da sua utilização nos experimentos porque constatamos, em estudos anteriores 

do nosso laboratório, que após esse período, não havia nenhum sinal 

inflamatório no peritônio desses animais (BARSANTE, 2001). 

 

3.3 Preparação de extratos de tecidos 

 

Os órgãos (medula óssea, timo e linfonodos mesentéricos) foram 

retirados, imediatamente lavados com PBS 1X gelado, secos, pesados, 
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picotados e colocados em tampão de extração contendo inibidores de 

proteases (1ml para cada 100mg de tecido). Em seguida o material foi triturado 

em um misturador até que se obteve uma solução homogênea. 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 níveis de citocinas do sobrenadante de extratos de 

tecidos por ELISA 

  

As placas foram sensibilizadas com 100µl/poço de anticorpos 

monoclonais (BD Pharmingen) reativos contra IL-4, IL-10, IFN-γ, TGF-β, 

1µg/ml, diluídos em tampão de cobertura, e mantidas por toda noite a 4°C. No 

dia seguinte, foi feito o bloqueio com 200µl/poço de PBS-caseína à temperatura 

ambiente durante uma hora. Após esse tempo foram adicionados os 

sobrenadantes coletados dos extratos de tecidos (medula óssea, timo e 

linfonodos mesentéricos) que foram incubados durante toda a noite a 4°C. No 

dia seguinte, foram colocados 100µl/poço dos anticorpos monoclonais (BD 

Pharmingen) de detecção, específicos para IL-4, IL-10, IFN-γ, TGF-β, de 

camundongos, marcados com biotina e as placas foram incubadas por uma 

hora a temperatura ambiente. Uma solução adicional de detecção contendo 

estreptavidina conjugada a peroxidase (Southern Biotechnology, Birmingham, 

AL) em uma diluição de 1:10000 (100µl/poço) foi adicionada e incubada por 

uma hora a temperatura ambiente. As placas foram reveladas através da 

incubação com 100µl/poço do substrato da peroxidase (H2O2) juntamente com 

um cromógeno (OPD) diluídos em tampão citrato (100µl/poço). A reação foi 

interrompida pela adição 20µl/poço de ácido sulfúrico (H2SO4 2N), as placas 

foram lidas no leitor automático (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader), 

usando filtro de 492nm. Foram utilizadas curvas padrão obtidas a partir da 

diluição de concentrações conhecidas de citocinas recombinantes. As 

concentrações utilizadas para cada citocina foram: IL-4 (1ng/ml), IL-10 
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(5ng/ml), IFN-γ (20ng/ml), TGF-β (5ng/ml). Os resultados foram expressos em 

concentração. 

 

3.5 Obtenção dos soros 

 

 Os animais foram previamente anestesiados utilizando 200µl de solução 

de Cloridrato de Ketamina e Xilazina. Em seguida, o sangue foi coletado 

através de uma incisão na veia axilar e coletado em tubos cônicos de 1,5ml. Os 

soros foram obtidos após coagulação por centrifugação a 2500 rpm e 

estocados a -20°C para posterior análise dos títulos de imunoglobulinas. 

 

 

3.6 Medida dos níveis de imunoglobulinas séricas totais por ELISA 

 

As microplacas de poliestireno de 96 poços (Sarstedt e NUNC) foram 

sensibilizadas com 100µl por poço de anticorpos policlonais de cabra anti-

imunoglobulinas totais de camundongos (1:2000, Southern Biotechnology 

Associate Inc. ), diluídos em tampão carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 

4°C. Após este período, as placas foram lavadas com salina contendo 0,05% 

Tween-20 (solução salina-Tween) (SIGMA Chemical Co.) e bloqueadas com 

200µl por poço de 0,25% caseína diluída em PBS (PBS-caseína) por, no 

mínimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-

Tween, em seguida os soros foram adicionados (100µl por poço) em diluições 

seriadas (fator 0.5) a partir de 1:40000 para imunoglobulinas totais (Ig) 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 

própria placa sem adição de soro (branco). Em seguida as placas foram 

lavadas com salina-Tween e incubadas com 100µl/poço das soluções de 

anticorpos policlonais de cabra específicos para cadeias γ, µ e α ou Ig total 

ligados à biotina (1:10000) (Southern Biotechnology Associate Inc.), durante 

uma hora a 37°C. Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e 

incubadas com 100µl/poço de uma solução de estreptavidina conjugada à 
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peroxidase (Southern Biotechnology Associate Inc.) em uma diluição de 

1:15000 por uma hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com 

salina-Tween e reveladas com 100µl/poço de uma solução de peróxido de 

hidrogênio como substrato e OPD como reagente de cor em tampão citrato pH 

4,5. Ao final, a reação foi detectada através de uma leitura no leitor de ELISA 

automático (Bio-Rad Model 450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os 

resultados foram expressos em valores de absorbância menos a absorbância 

do branco. 

 

 

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

ELISA 

 

As microplacas de poliestireno de 96 poços (NUNC) foram sensibilizadas 

com 100µl por poço de anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas (IgG1, IgG2a, 

IgG2b e IgG3) de camundongos (1:4000, Southern Biotechnology Associate 

Inc. ), diluídos em tampão carbonato pH 9,6 e mantidas overnight a 4°C. Após 

este período, as placas foram lavadas com salina-Tween e bloqueadas com 

200µl por poço de PBS-caseína por, no mínimo, 1 hora a temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas com salina-Tween, em seguida os soros 

foram adicionados (100µl por poço) em diluições seriadas (fator 0.5) a partir de 

1:2000 para IgG1, IgG2a, IgG2b 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 própria placa sem adição de soro (branco). Em seguida as placas 

foram lavadas com salina-Tween e incubadas com 100µl/poço de solução de 

anticorpo policlonais de cabra específicos para cadeias γ ligados à HRP 

(1:10000) (Southern Biotechnology Associate Inc.), durante uma hora a 37°C. 

Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e reveladas com 

100µl/poço de uma solução de peróxido de hidrogênio como substrato e OPD 

como reagente de cor em tampão citrato pH 4,5. Ao final, a reação foi 

detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 
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450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os resultados foram expressos 

em valores de absorbância menos a absorbância do branco. 

 

 

3.8 Medida dos níveis de IgE sérica total por ELISA 

 

As microplacas de poliestireno de 96 poços (NUNC) foram sensibilizadas 

com 50µl por poço de anticorpo de rato anti-IgE de camundongo (1:250, 

Southern Biotechnology Associate Inc. ), diluídos em tampão carbonato pH 9,6 

e mantidas overnight a 4°C. Após este período, as placas foram lavadas com 

salina-Tween e bloqueadas com 200µl por poço de PBS-caseína por, no 

mínimo, 1 hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-

Tween, em seguida os soros totais foram adicionados (50µl por poço) e 

mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, durante duas horas. Para 

controle positivo foi utilizado anticorpo purificado de camundongo do isotipo em 

questão (Southern Biotechnology Associate Inc.), além do controle negativo da 

própria placa sem adição de soro. Em seguida as placas foram lavadas com 

salina-Tween e incubadas com 50µl/poço da solução do anticorpo de rato anti-

camundongo específico para cadeia ε ligado à biotina (1:10000) (Southern 

Biotechnology Associate Inc.), durante uma hora a temperatura ambiente. 

Novamente as placas foram lavadas com salina-Tween e incubadas com 

50µl/poço de uma solução de estreptavidina conjugada à peroxidase (Southern 

Biotechnology Associate Inc.) em uma diluição de 1:15000 por uma hora a 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas com salina-Tween e reveladas 

com 100µl/poço de uma solução de peróxido de hidrogênio como substrato e 

OPD como reagente de cor em tampão citrato pH 4,5. Ao final, a reação foi 

detectada através de uma leitura no leitor de ELISA automático (Bio-Rad Model 

450 Microplate Reader) usando filtro de 492nm. Os resultados foram expressos 

em valores de absorbância menos a absorbância do branco. 

 

 

3.9 Preparação de suspensão das células linfóides 
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3.9.1 Meio de cultura 

 

Foi utilizado meio RPMI 1640 como meio incompleto enriquecido com 

2mM de L-glutamina, 50µM de 2-mercapto-etanol, 100U/ml de penicilina, 

100µg/ml de fungizona, 1mM de piruvato de sódio, 0,1mM de aminoácidos não 

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

 

3.9.2 Preparação das suspensões celulares do baço, timo, linfonodos 

inguinais, linfonodos mesentéricos, placas de Peyer 

 

As suspensões de células do baço, timo, linfonodos inguinais (LnI), 

linfonodos mesentéricos (LnM), placas de Peyer (PP), foram preparadas de 

acordo com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratório: 

Os órgãos foram retirados e mantidos em meio incompleto. O baço, timo, LnM 

foram colocados em macerador de vidro e pressionado em meio incompleto. O 

LnI e PP foram macerados utilizando as extremidades ásperas de lâminas de 

vidro. Posteriormente as suspensões 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 viáveis. 

Obs: No caso do baço, desprezar o sobrenadante e acrescentar 9ml de água 

bidestilada para lisar as hemácias e imediatamente depois, adicionar 1ml de 

PBS 10X concentrado para restabelecer a osmolaridade e interromper a lise. A 

suspensão 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 viáveis. 

 

3.9.3 Preparação das suspensões celulares do fígado 

 

As suspensões de células do fígado foram preparadas de acordo com a 

seguinte técnica padronizada em nosso laboratório: 
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O fígado foi picado em pequenos pedaços 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 solução 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 hemácias foram lisadas 

com tampão de lise (4,5ml de cloreto de amônio em H2O e 0,5ml de Tris em 

H2O 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 viáveis foram contadas. 

 

3.9.4 Preparação das suspensões celulares da medula óssea 

 

As suspensões de células da medula óssea foram preparadas de acordo 

com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratório: 

O fêmur foi retirado e lavado inserindo uma seringa contendo 5ml de meio 

completo na diáfise e na cabeça do osso. A medula óssea foi transferida para 

um tubo de 15ml utilizando a seringa (ao passar pela agulha a medula óssea 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 viáveis foram contadas. 

 

3.9.5 Preparação das suspensões celulares do lavado peritonial 

 

As suspensões de células do lavado peritonial foram preparadas de 

acordo com a seguinte técnica padronizada em nosso laboratório: 

O peritônio foi exposto e, utilizando uma seringa, foram injetados 5ml de meio 

completo na cavidade peritonial. O abdome foi agitado vigorosamente para 

facilitar a liberação das células do peritônio. Com a mesma seringa, a solução 

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 viáveis. 
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3.10 Contagem de células viáveis 

 

Para a contagem de células viáveis, foi utilizado o corante eritrocina que 

cora células mortas. Foi preparada uma solução estoque contendo 0,8mg/ml de 

eritrocina em meio RPMI completo. Para a contagem, foi misturado 50µl da 

suspensão celular em volume igual de eritrocina e esta foi colocada na Câmara 

de Neubauer. Foram contadas as células não coradas (viáveis) e as células 

coradas (não viáveis) em um microscópio óptico. O número de células foi 

calculado pela fórmula: 

 

n° células/ml = (n° células viáveis X diluição X 104)/ n° de campos contados na 

Câmara de Neubauer 

 

 

3.11 Análise fenotípica das células por citometria de fluxo 

 

3.11.1 Análise da expressão de marcadores de população, moléculas de 

adesão e co-estimuladoras por citometria de fluxo 

 

As suspensões celulares, obtidas como descrito anteriormente, foram 

ressuspendidas em PBS contendo 2% de soro fetal bovino e 0,1% de azida 

sódica e ajustadas para 2 x 107 células/ml. Os anticorpos monoclonais anti-

marcadores fenotípicos, anti-marcadores de adesão e estimulação, marcados 

com isotiocianato de fluoresceína (FITC), CyChrome ou ficoeritrina (PE) foram 

previamente diluídos em PBS contendo 2% de Albumina Bovina Sérica 

(SIGMA). Em uma placa com fundo U foram colocados 25µl/poço da 

suspensão celular juntamente com 10µl/poço de solução de anticorpos. As 

células e os anticorpos foram então incubados por 30 minutos a 4°C e ao 

abrigo da luz. Após a incubação as placas foram centrifugadas por 10 minutos 

a 1200 rpm a 4°C, o sobrenadante foi desprezado por inversão rápida e, em 

seguida, lavadas com PBS-azida por duas vezes. Ao final as células fora 

ressuspendidas em 200µl de solução fixadora MacFacsFix, e posteriormente foi 

feita a leitura no citômetro de fluxo.  
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Para a obtenção dos dados foram utilizadas as seguintes combinações 

de anticorpos reativos com moléculas da superfície das seguintes células: 

 

CD3FITC / CD4 PE: Subpopulação de linfócitos T CD4. 

CD3 FITC / CD8 PE: Subpopulação de linfócitos T CD8. 

CD19 Cy : População linfócitos B2. 

CD19 Cy / CD5 FITC: População de linfócitos B1; 

 

CD19 Cy / CD62L PE: População linfócitos B2. 

CD19 Cy / α4β7 PE: População linfócitos B2. 

CD19 Cy / CD40 PE: População linfócitos B2. 

CD19 Cy / CD21 PE: População linfócitos B2. 

 

CD19 Cy / CD5 FITC / CD62L PE: População de linfócitos B1; 

CD19 Cy / CD5 FITC / α4β7 PE: População de linfócitos B1; 

CD19 Cy / CD5 FITC / CD40 PE: População de linfócitos B1; 

CD19 Cy / CD5 FITC / CD21 PE: População de linfócitos B1; 

 

 

3.12 Preparação das suspensões celulares da medula óssea, timo e baço 

para transferência 

 

Camundongos doadores foram sacrificados e tiveram seus órgãos 

(baço, timo e medula óssea) removidos e colocados em meio de cultura RPMI 

incompleto (meio RPMI 1640-Gibco BRL) e mantidos sempre em gelo. As 

suspensões celulares foram obtidas como descrito anteriormente. As 

suspensões celulares de cada órgão foram agrupadas e as células viáveis 

foram contadas. 

 

 

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

succinimidyl ester) 
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As suspensões celulares obtidas como descrito anteriormente foram 

ressuspendidas numa concentração de 1 x 108 células/mL em RPMI 

incompleto. Posteriormente as células foram marcadas com o corante CFSE 

(Molecular Probes, Eugene, OR) que foi mantido em solução estoque 0,5 mM 

em dimetilsulfóxido (DMSO) a -20°C. As células foram marcadas diluindo-se a 

solução estoque de CFSE 1000 vezes na suspensão de células (concentração 

final 0,5 µM) e incubando 10 minutos a 37°C. Após a marcação, soro fetal 

bovino (FCS) foi adicionado a uma concentração final de 5% e as células foram 

imediatamente centrifugadas e lavadas com RPMI incompleto. Um total de 1 x 

108 células viáveis foi injetado, via intravenosa, no plexo retro-orbital de cada 

camundongos dos grupos controle e sem baço. 

 

 

3.14 Contagem do número de células produtoras de imunoglobulinas 

através da técnica de ELISPOT 

 

 As suspensões celulares da medula óssea, timo e linfonodo mesentérico 

foram obtidas como descrito anteriormente. Essa técnica foi realizada da 

seguinte maneira como padronizado em nosso laboratório: 

No primeiro dia placas NUNC foram incubadas com 50µl por poço de 

anticorpo policlonal de cabra anti-imunoglobulinas totais de camundongo 

(1:1500) diluído em tampão 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 200µl por poço de PBS-Caseína 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 poços 200µl/poço das 

suspensões celulares na concentração de 2x106 células/ml. Nos poços 

restantes foram adicionados 100µl de meio completo e foram realizadas 

diluições seriadas (fator 0.5). Para controle negativo da placa em alguns poços 

não foram adicionadas suspensões celulares. As placas foram incubadas a 

37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 4h. Durante a incubação as placas não 

foram movimentadas. Após esse período as placas foram lavadas com água-

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. Após as 

lavagens foram adicionados 50µl/poço de anticorpos biotinilados anti-

imunoglobulinas de camundongo, específicos para cada isotipo, diluídos em 

PBS-Caseína (Ig total, IgG, IGA, IgM). As placas então 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 50µl/poço 

de uma solução de estreptavidina conjugada à fosfatase alcalina (Southern 

Biotechnology Associate Inc.) em uma diluição de 1:8000, em PBS-Caseína, 

por uma hora a 37°C. Elas foram lavadas 4 vezes com PBS-TWEEN 0,05%, 

mergulhando-as numa cuba por 10 minutos. Após esse período as placas 

foram incubadas com 50ul/poço de uma solução 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 água destilada e deixadas 

secando ao ar. 

Os pontos foram contados e expressos como o número de 

pontos/número constante de células (N° pontos/106 células). 

 

 

 

3.15 Análise estatística 

 

A análise estatística de comparação entre os grupos experimentais foi 

feita através do Teste t de Student para computar a diferença ente os grupos. 

As diferenças foram consideradas estatisticamente significativas quando 

p<0,05 (95% de confiança). Todos os resultados foram expressos por meio da 

média ± SEM (erro padrão). 
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3.16 Aquisição e análise dos dados em Citometria de Fluxo 

 

Todas as amostra de células obtidas foram analisadas em citômetro de 

fluxo FACScan. As análises foram realizadas utilizando-se o software 

denominado FlowJo. Em todos os experimentos foram coletados 30.000 

eventos. 

A determinação do fenótipo celular foi realizada como representado na 

forma esquemática na Figura 2. Primeiro selecionamos a população de 

linfócitos baseada em aspectos morfométricos através do gráfico tamanho 

(Dispersão Frontal - FSC - Forward Scatter) versus granulosidade (Disperção 

Lateral - SSC - Side Scatter). Após a seleção da população de linfócitos, 

utilizando o “gate” R1, outro gráfico bidimensionai de distribuição de 

fluorescência 1 (FITC) versus fluorescência 2 (PE) ou Fluorescência 3 (CY), 

contendo a população selecionada, foi obtido, e este continha o número 

absoluto de células das subpopulações fluorescentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: Análise de linfócitos da medula óssea. (A) Perfil celular da medula óssea em gráfico tamanho 
(FSC) versus granulosidade (SSC). (B) Perfil de análise da população de linfócitos B selecionada no 
“gate” R1, em gráfico de fluorescência 1 (CD5 FITC) versus fluorescência 3 (CD19 CY).  
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Para a análise do número de linfócitos expressando moléculas de 

adesão e co-estimuladoras também selecionamos a população de linfócitos 

baseada em aspectos morfométricos através do gráfico tamanho versus 

granulosidade. Após a seleção da população de linfócitos, utilizando o “gate” 

R1, outro gráfico bidimensionai de distribuição de fluorescência 1 (FITC) versus 

fluorescência e Fluorescência 3 (CY), contendo a população selecionada, foi 

obtido, e este continha o número absoluto de células das subpopulações 

fluorescentes. Através da seleção da população de interesse CD19+ (“gate” 

R2), um terceiro gráfico tamanho versus fluorescência 2 (CD62L PE) foi obtido 

(Figura 3). 
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FIGURA 3: Análise de linfócitos da medula óssea expressando a molécula CD62L. (A) Perfil celular 
da medula óssea em gráfico tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC). (B) Perfil de análise da 
população de linfócitos B selecionada no “gate” R1, em gráfico de fluorescência 1 (CD5 FITC) versus 
fluorescência 3 (CD19 CY). (C) Perfil de análise da população de linfócitos CD19+ selecionada no 
“gate” R2, em gráfico de tamanho versus fluorescência 2 (CD62L PE). 
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3.17 Protocolos Experimentais 

 

3.17.1 Protocolo 1: Caracterização das populações linfóides em diferentes 

órgãos após esplenectomia. 
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3.17.2 Protocolo 2: Análise da dinâmica de distribuição de linfócitos 

transferidos para animais do grupo controle e esplenectomizado. 
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3.17.3 Protocolo 3: Análise da expressão de moléculas de adesão e co-

estimuladoras nos linfócitos B1a e B2. 
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3.17.4 Protocolo 4: Avaliação da atividade local e sistêmica dos Linfócitos 

B. 
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4. RESULTADOS 

 

 

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

coleção de células linfóides. 

 

Para verificarmos se o organismo, após a cirurgia de remoção do baço, 

era capaz de recompor em termos numéricos as populações linfóides, 

analisamos o número de células dessas principais populações - CD3+CD4+ 

(LTCD4), CD3+CD8+ (LTCD8), CD19+CD5+ (B1a) e CD19+CD5- (B2) - em 

vários órgãos utilizando a técnica citometria de fluxo. A esplenectomia total foi 

feita e após 30 dias os animais foram sacrificados e a medula óssea (MO), 

timo, linfonodos mesentéricos (LnM), linfonodos inguinais (LnI), placas de 

Peyer (PP), fígado, sangue e lavado peritonial (LPe) foram retirados. 

Observamos que os animais esplenectomizados não apresentaram diferenças 

no número de células linfóides quando comparados com animais do grupo 

controle (Figura 4 e 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Somatório do número absoluto de células linfóides da medula óssea, 
timo, LnM, LnI, PP, fígado, sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do 
grupo SB foram esplenectomizados e, após trinta dias, tiveram seus órgão removidos. 
Células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. As 
barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada 
grupo. 
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Figura 5: Somatório do número absoluto de células linfóides do baço, medula 
óssea, timo, LnM, LnI, PP, fígado, sangue e lavado peritonial. Camundongos 
BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após trinta dias tiveram seus órgão 
removidos. Células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de 
fluxo. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para 
cada grupo. 
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4.2 O número de linfócitos em cada órgão se alterou após a 

esplenectomia. 

 

Através da citometria de fluxo, analisamos as populações celulares 

LTCD4, LTCD8, B1a e B2 da MO, timo, LnM, LnI, PP, fígado, lavado peritonial, 

e sangue após esplenectomia. Observamos uma distribuição diferenciada das 

populações linfóides em cada órgão (Figuras 6, 7, 8 e 9). 

Em animais esplenectomizados, houve um aumento do número de 

células CD4+ na MO e timo e uma redução no LPe, LnM e LnI (Figura 6). 

Quando avaliamos a população celular TCD8+, observamos um aumento 

dessas células na MO e uma diminuição no timo, LnM, LnI e PP (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Número absoluto de células CD3+CD4+ na MO, timo, LnM, LnI, PP, fígado, 
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados 
e após trinta dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos os grupos foram 
fenotipadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética ± erro 
padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Figura 7: Número absoluto de células CD3+CD8+ na MO, timo, LnM, LnI, PP, fígado, 
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados 
e após trinta dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos os grupos foram 
quantificadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética ± erro 
padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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A análise da população B2 (CD19+CD5-) demonstrou um aumento no 

número desses linfócitos na MO, LnM e, inesperadamente, no timo (Figura 8). 

Em camundongos esplenectomizados, a população B1a (CD19+CD5+) também 

aumentou na MO, timo, LnM além de LnI, porém, sofreram uma redução nas 

PP, LPe e sangue (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Número absoluto de células CD19+CD5- na MO, timo, LnM, LnI, PP, fígado, 
sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e 
após trinta dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos os grupos foram quantificadas 
através da citometria de fluxo. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos 
valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Figura 9: Número absoluto de células CD19+CD5+ na MO, timo, LnM, LnI, PP, 
fígado, sangue e lavado peritonial. Camundongos BALB/c do grupo SB foram 
esplenectomizados e após trinta dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos 
os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. As barras apresentam a 
média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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4.3 A distribuição dos linfócitos transferidos para animais 

esplenectomizados foi alterada. 

 

Para investigar a dinâmica de distribuição dos linfócitos após a retirada 

do baço, células marcadas com CFSE, da medula óssea, do timo e do baço 

foram transferidas para camundongos do grupo controle e esplenectomizados. 

Após 12 horas, os órgãos foram removidos e a quantificação das células 

linfóides foi realizada por citometria de fluxo. Ressaltamos que foi utilizado esse 

prazo de 12 horas porque, durante a padronização dessa técnica, constatamos 

que nesse tempo as células marcadas com CFSE analisadas, eram as células 

transferidas, uma vez que não foi observada proliferação celular. 

As figuras 10, 11 e 12 mostram uma distribuição alterada das 

populações linfóides no grupo esplenectomizado. Apenas os resultados 

significativos estão representados. 

Quando transferimos células da medula óssea marcadas com CFSE, 

observamos que os linfócitos TCD4+ e TCD8+ migraram preferencialmente para 

a MO. Sendo notada uma redução do número de células CD4+ nos LnI e PP. 

Os linfócitos B estavam em maior número na MO, fígado e nas PP e em menor 

número nos LnM (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Número absoluto de linfócitos TCD4, TCD8 e B da medula óssea, marcados 
com CFSE, transferidos para animais dos grupos controle e esplenectomizado. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Após trinta dias, células da MO 
marcadas com CFSE  foram transferidas. Após 12h tiveram seus órgão removidos. As células 
de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria de fluxo. Foram representados 
somente os órgão que apresentaram diferença entre os grupos. As barras apresentam a média 
aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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A análise da distribuição de células do timo marcadas com CFSE 

também revelou uma alteração em todas as populações nos animais 

esplenectomizados. O número de linfócitos TCD4+ estava aumentado na MO, 

LnM, LnI e PP. As células CD8+ do timo migraram preferencialmente para a 

MO. Curiosamente, observamos um aumento da população B, proveniente do 

timo, nos LnI e LPe (Figura 11).   Apenas os resultados significativos estão 

representados. 
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Figura 11: Número absoluto de linfócitos 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. Após trinta dias, células 
do timo marcadas com CFSE foram transferidas. Após 12h tiveram seus órgão 
removidos. As células de ambos os grupos foram quantificadas através da citometria 
de fluxo. Foram representados somente os órgão que apresentaram diferença entre os 
grupos. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos 
para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Também avaliamos a distribuição de células do baço marcadas com 

CFSE e transferidas para camundongos do grupo controle e SB. Houve um 

aumento do número de células CD4+ nos LnM e uma redução na MO de 

camundongos SB. As células CD8+ do baço migraram para a MO, LnM e LnI. 

Linfócitos B no grupo SB se distribuíram mais amplamente, para a MO, timo 

LnM, LnI e LPe (Figura 12). Apenas os resultados significativos estão 

representados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Distribuição de linfócitos do baço marcados com CFSE 
e transferidos para camundongos 
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Figura 12: Número absoluto de linfócitos TCD4, TCD8 e B do baço, marcados com CFSE, 
transferidos para animais dos grupos controle e esplenectomizado Camundongos BALB/c do 
grupo SB foram esplenectomizados. Após trinta dias, células do baço marcadas com CFSE foram 
transferidas. Após 12h tiveram seus órgão removidos. As células de ambos os grupos foram 
quantificadas através da citometria de fluxo. Foram representados somente os órgão que 
apresentaram diferença entre os grupos. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão 
dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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4.4 A esplenectomia alterou o número de linfócitos B1a e B2 expressando 

moléculas de adesão e co-estimuladoras. 

 

 Para investigarmos o efeito da esplenectomia no perfil de ativação das 

populações linfóides B1a e B2, avaliamos a expressão das seguintes 

moléculas: CD62L, α4β7, CD40 e CD21. Os órgãos foram removidos após 30 

dias da cirurgia de retirada do baço e as populações celulares foram 

quantificadas. Apenas os resultados significativos estão representados. 

O número de células B1a marcadas com CD62L no LPe estava 

aumentado e o número dessas células que expressavam CD40 e α4β7 estava 

diminuído, em camundongos SB. Nas PP e MO observamos um aumento de 

células expressando CD40 e α4β7 respectivamente. Nos LnI houve uma 

diminuição do número de células marcadas com CD21 (Figura 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Número absoluto de linfócitos B1a expressando moléculas de adesão CD62L, αααα4ββββ7, e co-
estimuladoras CD40 e CD21. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após trinta 
dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos os grupos foram fenotipadas através da citometria de 
fluxo. Foram representados somente os órgão que apresentaram diferença entre os grupos. As barras 
apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Quando analisamos os linfócitos B2 observamos que nos LnI e nas PP 

houve um aumento no número dessas células marcadas com CD62L, α4β7 e 

CD21. Nos LnM e no fígado houve uma diminuição do número de células 

marcadas com CD62L e CD40 respectivamente. Também observamos que no 

LPe o número de linfócitos B2 expressando as moléculas CD40 e α4β7 estava 

diminuído no grupo SB, Na MO observamos um aumento de células 

expressando α4β7 e CD21 (Figura 14). Esses resultados indicam que os 

órgãos, de camundongos SP, apresentam um perfil de ativação das células 

B1a e B2 alterado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Número absoluto de linfócitos B2 expressando moléculas de adesão CD62L, αααα4ββββ7, 
e co-estimuladoras CD40 e CD21. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados 
e após trinta dias tiveram seus órgão removidos. Células de ambos os grupos foram fenotipadas 
através da citometria de fluxo. Foram representados somente os órgão que apresentaram diferença 
entre os grupos. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para 
cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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4.5 A atividade local e sistêmica dos linfócitos B é afetada pela ausência 

do baço. 

 

Uma vez que observamos alteração no perfil de ativação dos linfócitos 

B, resolvemos analisar a atividade dessas células. Para investigar a atividade 

local dos linfócitos B, analisamos o número de células produtoras de 

anticorpos, pela da técnica ELISPOT, na medula óssea, timo e linfonodos 

mesentéricos. Para analisarmos se a atividade sistêmica dessas células estava 

alterada avaliamos os níveis de imunoglobulinas do soro utilizando a técnica 

ELISA.  

A Figura 15 mostra que na MO de camundongos SB houve um aumento 

do número de células produtoras de anticorpos IgA e IgM, refletindo no número 

total de células produtoras de Ig.  
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Figura 15: Número de células produtoras de Ig, IgG, IgA e IgM na medula óssea. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Após trinta dias a MO 
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por 
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão 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 número, porém, as produtoras de IgA sofreram uma diminuição no grupo 

SB (Figura 16).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células produtoras de imunoglobulinas do timo
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Figura 16: Número de células produtoras de Ig, IgG, IgA e IgM no timo. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Após trinta dias os timos 
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por 
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos 
para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Nos LnM também observamos uma redução no número de células 

produtoras de IgA, porém notamos um aumento no número de células 

produtoras de IgG em camundongos esplenectomizados (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Células produtoras de imunoglobulinas do LnM
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Figura 17: Número de células produtoras de Ig, IgG, IgA e IgM nos LnM. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados. Após trinta dias os LnM 
foram removidos e as células produtoras de imunoglobulinas foram mensuradas por 
ELISPOT. As barras apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos 
para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Observamos que a produção de imunoglobulinas séricas nos 

camundongos sem baço estava diminuída. Os níveis das imunoglobulinas IgA, 

IgM e IgG estavam reduzidos, sendo que nesta última, os subtipos alterados 

foram IgG2b e IgG3 (Figuras 18 e 19). 
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Figura 18: Produção de IgG, IgM, IgA e IgE séricas totais. Camundongos BALB/c do 
grupo SB foram esplenectomizados e após trinta dias os soros de ambos os grupos 
foram coletados e dosados por ELISA. As barras apresentam a média aritmética ± erro 
padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Figura 19: Produção de IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 séricas totais. Camundongos 
BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após trinta dias os soros de ambos os 
grupos foram coletados e dosados por ELISA. As barras apresentam a média aritmética 
± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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4.6 A produção de citocinas em extratos de tecidos da medula óssea, 

timo, linfonodos mesentéricos está alterada em animais 

esplenectomizados. 

 

As citocinas são importantes mediadores em vários eventos 

imunológicos. Para analisar o perfil de citocinas secretadas por células da MO, 

timo e LnM retiramos esses órgãos 30 dias após a esplenectomia. Um extrato 

desses tecidos foi produzido e os sobrenadantes foram coletados para 

posterior medida da concentração local de citocinas, por ELISA. 

A Figura 20 mostra que células da MO de animais esplenectomizados 

produziram menores níveis de IL10 e IFN-γ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20: Produção basal de IL-4, IL-10, TGF-ββββ e IFN-γγγγ do extrato celular da 
medula óssea. Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após 
trinta dias os órgãos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras 
apresentam a média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo 
(n=5). ∗ p < 0,05. 
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Uma diminuição nos níveis de IL-4, IL-10 e TGF-β foi observada, no timo 

de camundongos SB (Figura 21). Quando avaliamos a produção de citocinas 

nos LnM observamos um aumento nos níveis de IFN-γ e uma diminuição na 

produção de TGF-β (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Produção basal de IL-4, IL-10, TGF-ββββ e IFN-γγγγ do extrato celular do timo. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após trinta dias os 
órgãos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras apresentam a 
média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
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Figura 22: Produção basal de IL-4, IL-10, TGF-ββββ e IFN-γγγγ do extrato celular dos LnM. 
Camundongos BALB/c do grupo SB foram esplenectomizados e após trinta dias os 
órgãos foram coletados e as citocinas dosadas por ELISA. As barras apresentam a 
média aritmética ± erro padrão dos valores obtidos para cada grupo (n=5). ∗ p < 0,05. 
Nd = não detectado. A produção de IL-4 pelo grupo SP não foi detectada.  
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5. DISCUSSÃO 

 

Como o organismo é capaz de sobreviver após a remoção do baço, um 

órgão responsável por atividades de tamanha importância para a manutenção 

da vida? Para responder a essa pergunta, muitos estudos ainda deverão ser 

realizados. Mas talvez o passo mais importante para se chegar mais próximo 

da resposta, seria uma mudança na maneira de estudar o sistema imune. A 

grande maioria dos trabalhos procura explicar as relações desse sistema com 

os vírus, bactérias e parasitas. São poucos os estudos envolvendo apenas a 

fisiologia do sistema imune, sua imunobiologia.  

O principal propósito deste trabalho foi o de descrever algumas das 

mudanças que acontecem no sistema imune, em sua fisiologia, na ausência do 

baço e, assim, entender um pouco melhor as adaptações realizadas pelo 

organismo na tentativa de restabelecer sua homeostase. Para tal, buscamos 

avaliar as alterações causadas pela retirada do baço através da análise das 

células linfóides em diferentes órgãos. 

 

 

5.1 Os efeitos da esplenectomia no número total de células linfóides dos 

órgãos analisados. 

 

A nossa primeira questão era se o organismo, após a cirurgia de 

remoção do baço, era capaz de recompor em termos numéricos as populações 

linfóides. Estudos prévios demonstram que a esplenectomia resulta no 

aumento do número de células B no sangue em humanos, ovelhas e ratos 

(Düring, et al., 1984; Westermann, et al., 1990; Seabrook et al., 2000) 
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 Para investigarmos se o número de células linfóides, em camundongos 

BALB/c, estava alterado após a esplenectomia, utilizamos a citometria de fluxo 

para quantificar as principais populações linfóides: 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 baço, e o grupo esplenectomizado (SB). Os experimentos 

foram realizados 30 dias após a cirurgia, como explicado nos Materiais e 

Métodos. 

A maior parte dos linfócitos B encontrada nos órgãos linfóides de 

animais adultos é proveniente de precursores na medula óssea e são os 

chamados linfócitos B2. As células B1 são uma população menor de linfócitos 

B que apresentam origem, características fenotípicas, funcionais e distribuição 

anatômica diferentes das células B2 (Montecino-Rodriguez, 2006). Acredita-se 

que os linfócitos B1 constituem uma linhagem fetal, proveniente do fígado fetal, 

que se auto-renova persistindo assim durante toda a vida do animal. 

Fenotipicamente, as células B1 são subdivididas em B1a e B1b pela presença 

ou ausência da molécula de CD5 respectivamente (Herzenberg, 2006; Hardy, 

2006). Em camundongos, elas são encontradas na cavidade peritonial e 

pleural, baço, lâmina própria do intestino e, em menor quantidade, nos 

linfonodos. As subpopulações de B1 possuem funções diferentes, mas 

complementares. B1a é responsável pela secreção de anticorpos naturais, que 

se ligam a antígenos não protéicos, enquanto as imunoglobulinas produzidas 

por células B1b são induzidas após exposição antigênica (Montecino-

Rodriguez, 2006). 
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No presente estudo, o exame do número de células das diversas 

populações linfóides em camundongos esplenectomizados não revelou 

diferenças quando comparados com animais do grupo controle. Ou seja, após 

30 dias da retirada do baço, o organismo recompôs numericamente todas as 

populações linfóides analisadas. 

Alguns trabalhos demonstraram que logo após a esplenectomia ocorre 

um aumento acentuado na contagem de leucócitos, principalmente linfócitos, 

no sangue (Bessler et al., 2004; Seabrook, et al., 2000). Supõe-se que esse 

aumento pode ocorrer tanto pela exacerbação da atividade da medula óssea 

quanto pela remoção de um sítio importante de alocação dessas células. 

Entretanto, no nosso estudo, não foi observado o aumento do número de 

linfócitos no sangue nem tampouco no somatório dos órgãos avaliados: medula 

óssea (MO), timo, linfonodos mesentéricos (LnM), linfonodos inguinais (LnI), 

placas de Peyer (PP), fígado, sangue e lavado peritonial (LPe). Segundo 

Petroianu et al. (2003), na falta do baço, a função de controle do número de 

leucócitos está ausente e, por isso, em humanos, no pós-operatório imediato 

da esplenectomia, ocorre a leucocitose. Outro estudo cita que o aumento de 

linfócitos B no sangue pode estar relacionado a padrões alterados na migração 

ou a um aumento da proliferação dessas células causada por uma infecção 

latente (Milicevic et al., 2001). 

É provável que, em nosso estudo, o aumento de células linfóides não 

tenha sido observado porque o tempo de 30 dias após a cirurgia foi suficiente 

para que ocorresse a redistribuição dos linfócitos para outros órgãos, ou para 

que a atividade hematopoética da medula óssea se normalizasse. 
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5.2 Os efeitos da esplenectomia no número de linfócitos em cada órgão 

analisado. 

 

Como os resultados anteriores mostraram o restabelecimento do número 

total de células linfóides nos animais esplenectomizados, o próximo passo foi 

investigar como essa recomposição teria acontecido em cada órgão. Para isso, 

analisamos as os linfócitos T CD4+, CD8+, B1a e B2 dos seguintes órgãos: MO, 

timo, LnM, LnI, PP, fígado, sangue e LPe. 

O observado foi uma distribuição diferenciada das populações linfóides 

em cada órgão analisado, ou seja, após a esplenectomia o número de linfócitos 

estava alterado em cada órgão. Em animais esplenectomizados, houve um 

aumento do número de células TCD4+ na MO e timo e uma redução no LPe, 

LnM e LnI. Quando avaliamos a população celular TCD8+ observamos um 

aumento numérico dessas células na MO e uma diminuição no timo, LnM, LnI, 

e PP. A análise da população B2 demonstrou um aumento no número desses 

linfócitos na MO, LnM e, inesperadamente, no timo. Em camundongos 

esplenectomizados, as populações B1a também aumentaram na MO, timo, 

LnM e LnI, porém, sofreram uma redução na PP, LPe e sangue. 

De uma maneira geral, observamos um aumento do número de linfócitos 

TCD4+, TCD8+, B1a e B2 na medula óssea. Estudos sobre a circulação de 

linfócitos marcados com radioisótopos relatam uma tendência da medula óssea 

em abrigar uma proporção substancial dessas células (Rannie & Donald, 

1977).  

Também observamos uma distribuição ampla das células B1a inclusive 

para o timo, porém houve uma redução dessas células no LPe e sangue. 

Aparentemente as células B1a dependem da presença do baço, uma vez que a 
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esplenectomia acarreta em diminuição dessas células, não afetando, porém a 

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

Nossos resultados mostram que a ausência do baço promove grandes 

alterações na distribuição dessas populações linfóides nos órgãos analisados. 

Alguns estudos anteriores também relatam que a dinâmica de migração dos 

linfócitos é alterada após a esplenectomia (Massaioli et al., 1990; Karakantza et 

al., 2004). 

A maioria dos trabalhos, que avaliaram as conseqüências imunológicas 

da retirada do baço, analisou as populações linfóides no sangue. Alguns 

desses relatos mostraram: aumento do número absoluto de linfócitos totais no 

sangue (Petroianu et al., 2003; Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999), 

redução no percentual de células TCD4+, devido a um menor percentual da 

subpopulação de células T CD4+CD45RA+ na circulação sanguínea 

(Karakantza et al., 2004; Wolf et al., 1999) e redução no percentual de linfócitos 

B1 circulantes em pacientes portadores de esquistossomose, submetidos à 

esplenectomia (Martins-Filho et al., 1998). Em nosso trabalho, não observamos 

alterações no número absoluto de células linfóides no sangue, nem no 

somatório dos órgãos analisados nos camundongos SB. A única população 

linfóide circulante que apresentou diminuição foi a população de linfócitos B1a.  

Outros estudos observaram que a perda do baço leva a uma diminuição 

na expressão de LFA-1 e ICAM pelas células B no sangue e linfonodos. Isso 

acelera a migração dessas células através dos linfonodos e vasos linfáticos de 

volta ao sangue, resultando em um maior número de células B encontradas no 

sangue. Como os linfonodos contêm cerca de 40% de todas as células B e o 

sangue cerca de 2%, pequenas mudanças no número de células B deixando 
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esses órgãos são suficientes para provocar grandes alterações no número 

dessas células no sangue (Milicevic et al., 2001; Westermann et al., 1990; 

Westermann et al., 1992). Nossos resultados demonstraram diferenças 

numéricas das populações linfóides em cada órgão individualmente. É possível 

que o tempo de 30 dias tenha sido suficiente para que houvesse uma 

redistribuição ampla e o estabelecimento dos linfócitos em outros órgãos. 

Um aspecto interessante da composição dos sítios linfóides examinados 

pós-esplenectomia é que, na maioria desses sítios, houve um aumento das 

duas populações de linfócitos B (B2 e B1a) acompanhado de redução das 

populações de linfócitos T (CD4+ e CD8+). O perfil desses sítios aparenta, 

então, um deslocamento compensatório de linfócitos T com recrutamento de 

linfócitos B. Como essas células (linfócitos B) são a grande população de 

linfócitos presentes no baço, parece plausível que qualquer mecanismo 

homeostático sistêmico implique no deslocamento de outros linfócitos para a 

realocação de células B. O único órgão que apresentou aumento de todas as 

populações linfóides (B e T) foi a medula óssea. É provável, então, que a 

medula óssea atue como ponto de fuga para linfócitos B, mas também para os 

linfócitos T nesse grande movimento de remodelamento dos tecidos linfóides. 

Seria interessante investigar em estudos futuros se outras populações da 

medula óssea foram afetadas com esse aporte de linfócitos. 

 

 

5.3 Os efeitos da esplenectomia na dinâmica de distribuição de linfócitos 

transferidos. 
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Os resultados anteriores demonstraram uma alteração no número de 

linfócitos na maioria dos órgãos analisados em camundongos 

esplenectomizados. Assim, resolvemos analisar a distribuição das células 

linfóides nesses animais na tentativa de entender o mecanismo dessa 

recomposição. Para tal, células da medula óssea, do timo e do baço, marcadas 

com CFSE, foram transferidas para camundongos do grupo controle e 

esplenectomizados. O resultado obtido demonstrou uma distribuição alterada 

das populações linfóides injetadas no grupo SB quando comparado com o 

grupo controle. 

Quando transferimos células da medula óssea marcadas com CFSE, 

observamos que os linfócitos TCD4+ e TCD8+ migraram preferencialmente para 

a MO. Notamos também uma redução do número de células CD4+ nos LnI e 

PP. Os linfócitos B2 estavam em maior número na MO, fígado e PP e em 

menor número nos LnM. 

A análise da distribuição de células do timo marcadas com CFSE 

também revelou uma alteração na migração de todas as populações nos 

animais esplenectomizados. O número de linfócitos TCD4+ estava aumentado 

na MO, LnM, LnI e PP. As células CD8+ do timo migraram preferencialmente 

para a MO. De forma interessante, observamos um aumento da população B2, 

proveniente do timo, nos LnI e LPe. 

Também avaliamos a distribuição de células do baço marcadas com 

CFSE e transferidas para camundongos do grupo controle e SB. Houve um 

aumento do número de células CD4+ nos LnM e uma redução na MO de 

camundongos SB. As células CD8+ do baço migraram para a MO, LnM e LnI. 
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Linfócitos B2 no grupo SB se distribuíram mais amplamente pela MO, LnM, LnI, 

timo e LPe. 

Os linfócitos se movem continuamente pela corrente sanguínea e pelos 

vasos linfáticos de um tecido linfóide periférico para outro e para locais onde 

ocorre inflamação. As células que ainda não foram ativadas recirculam através 

de órgãos linfóides periféricos e os linfócitos ativados migram para os tecidos 

periféricos nos locais de infecção e inflamação (Springer, 1995). A retirada do 

baço representa a perda de um sítio importante de alocação e controle dessas 

células linfóides interferindo na organização e circulação das mesmas 

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

Em nossos resultados sobre a migração de linfócitos em camundongos 

esplenectomizados, observamos uma preferência de linfócitos TCD4+ pela MO, 

LnM, LnI e PP e linfócitos TCD8+ pelos LnM, LnI, mas principalmente pela MO. 

Como esperado, os linfócitos B foram as células que mais apresentaram 

alteração na migração. Apesar de também migrarem para a medula óssea, os 

linfócitos B se distribuíram de uma maneira mais ampla pelos outros órgãos. 

Em um estudo que investigou a influência do baço nos padrões de 

migração de linfócitos, os pesquisadores mostraram que células B e T migram 

preferencialmente para diferentes órgãos. Nesse estudo, a migração de 

linfócitos B e T foi alterada pela retirada do baço, uma vez que a porcentagem 

de linfócitos B aumentou e a de linfócitos T diminuiu em todos os órgãos 

investigados (MO, LnM, PP e sangue) (Westermann et al.1989). Em nosso 

estudo, no entanto, observamos tanto um aumento do número de células B 

quanto de células T na MO de camundongos esplenectomizados. O trabalho de 

Westermann foi realizado com ratos, após 90 dias da cirurgia, e a migração foi 
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avaliada após 24 horas.  No nosso estudo, os animais foram avaliados com 30 

dias de esplenectomia e 12 horas após a transferência das células. É possível 

que, nesse tempo, vários processos de redistribuição de células já tenham sido 

restabelecidos mas que o organismo ainda esteja se reestruturando, se 

adaptando as mudanças geradas pela ausência do baço. Nossos resultados 

são semelhantes aos de outro estudo sobre a circulação de linfócitos, onde os 

pesquisadores observaram a distribuição de linfócitos, marcados com 

radioisótopos, do ducto torácico para órgãos não linfóides, medula óssea e 

timo. A distribuição dos radioisótopos nos tecidos foi medida após a 

transferência dos linfócitos. Nesse estudo a medula óssea foi capaz de abrigar 

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

É importante ressaltarmos o aumento de células B no LPe quando 

células do timo e do baço foram injetadas. Sabe-se que as células B1a podem 

ser encontradas no peritônio e no baço, apesar dessas populações diferirem 

em expressão gênica e função. De maneira interessante, células B1a parecem 

depender da presença do baço uma vez que a esplenectomia acarreta em 

diminuição dessa população, não afetando, porém as células B1b (Kretschmer, 

et al., 2004). Sugerimos que a subpopulação B1a do baço seja a responsável 

pelo aumento de células B observado no LPe. É possível que a migração de 

células B para o LPe, em camundongos esplenectomizados, seja uma tentativa 

do organismo em compensar a diminuição de células B1a peritoneais 

observada anteriormente em nosso trabalho. 

Curiosamente observamos um aumento da distribuição de células B 

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

no timo. 

 

5.4 Efeitos da esplenectomia no número de células B1a e B2 expressando 

moléculas de adesão e co-estimuladoras nos órgãos analisados. 

 

Após a retirada do baço observamos que os padrões de migração dos 

linfócitos, principalmente nas células B, estavam alterados. Sabe-se que a 

recirculação e a migração de linfócitos para tecidos e órgãos são mediadas por 

moléculas de adesão (Bauer et al.,2001). Por isso, resolvemos avaliar se o 

número de células B1a e B2, expressando essas moléculas, estava modificado 

nos órgãos analisados. Para tal, observamos a expressão das moléculas de 

adesão CD62L e α4β7. Como os padrões de migração dos linfócitos diferem se 

estão ativados ou não, também optamos por investigar o número de células 

ativadas nesses órgãos (Springer, 1995). Para isso, observamos a expressão 

das moléculas co-estimuladoras CD40 e CD21. 

A recirculação de linfócitos através dos diferentes órgãos é regulada por 

moléculas de adesão, que reconhecem adressinas tecido-específicas no 

endotélio vascular (Hamann et al., 1994). A molécula CD62L (L-selectina) é um 

receptor, que pertence à família das selectinas, expresso na superfície de 

linfócitos inativos. As células B inativas migram para os linfonodos, mais 

especificamente para os folículos, utilizando CD62L e o receptor de quimiocina 

CXCR5 (Abbas & Lichtman, 2005). A molécula α4β7 é uma integrina que 

desempenha um papel importante na adesão e migração de linfócitos 

direcionando essas células para a mucosa e tecidos linfóides associados ao 

intestino (Reese et al., 2005).  
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Analisando primeiramente o perfil de expressão das moléculas de 

adesão das células B1a observamos que no LPe houve um aumento no 

número de células expressando CD62L e uma diminuição de células 

expressando α4β7, em camundongos SB. Na MO observamos um aumento de 

células expressando α4β7. É possível que as células B1a estejam partindo da 

MO em direção aos tecidos linfóides da mucosa intestinal. Por outro lado as 

células B1a do LPe parecem estar se direcionando para outros órgãos. 

Quando avaliamos o perfil de expressão das moléculas de adesão pelos 

linfócitos B2, observamos que o número desses linfócitos marcados com a 

molécula α4β7 no LPe estava diminuído no grupo SB. Nos LnI e nas PP 

observamos um aumento no número de células B2 marcadas com CD62L e 

α4β7. Nos LnM houve uma diminuição do número de células marcadas com 

CD62L. Na MO observamos um aumento de células expressando α4β7. Esses 

dados indicam que as células B2 estão migrando da MO e LnI principalmente 

para tecidos linfóides da mucosa intestinal. 

A ativação de células B começa quando seu receptor de membrana se 

liga a antígenos. Esse sinal é suficiente para a ativação de células B 

estimuladas por antígenos não protéicos. Porém, para a maioria dos antígenos 

derivados de proteínas, são necessários sinais co-estimuladores fornecidos 

pelas células TCD4+ para que aconteça a ativação adequada de células B 

antígeno-específicas. Nesse processo co-estimulador a interação entre a 

molécula CD40 (membro da família 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 

formação de centro germinativo e de respostas imune humorais contra 
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antígenos protéicos são danificadas (Merino et al., 2003). Camundongos CD40 

deficientes possuem células B periféricas maduras que respondem 

normalmente a antígenos não protéicos e a antígenos protéicos com produção 

de IgM mas não respondem com produção de IgG, IgA ou IgE e não 

desenvolvem centros germinativos (Oka et al., 1996). Ou seja, a molécula 

CD40 é essencial para respostas imunes humorais eficientes. Nas células B, a 

ativação por CD40 leva a proliferação e na presença de IL-4 leva a mudança 

de classe de isotipo (Yasui et al., 2002). A molécula CD21 (Receptor de 

complemento tipo 2) normalmente é detectável em células B maduras 

(Takahashi et al., 1997; Tedder et al., 1984). CD21 é um co-estimulador 

importante de linfócitos B, facilitando a ativação dessas células por antígenos 

protéicos através de mecanismos variados. Estudos demonstraram que 

camundongos CD21 deficientes possuem uma marcante diminuição da 

resposta imune humoral a antígenos protéicos, uma deficiente formação de 

centros germinativos e de células B de memória (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 superfície antigênica (Twohig et al., 2007).  

Analisando a expressão de moléculas de ativação pelas células B1a 

observamos que no LPe houve uma diminuição no número de células 

marcadas com CD40, em camundongos SB. Nas PP observamos um aumento 

de células expressando CD40. Nos LnI houve uma diminuição do número de 

células marcadas com CD21.  Esses resultados demonstram uma diminuição 

no número de células B1a ativadas no LPe e LnI e um aumento dessas células 

na PP em camundongos SB. 
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Quando avaliamos o perfil de ativação dos linfócitos B2 observamos que 

o número desses linfócitos no LPe e fígado marcados com CD40 estava 

diminuído no grupo SB. Na MO, LnI e nas PP observamos um aumento no 

número de células B2 marcadas com  CD21. Podemos inferir que as células B2 

presentes na MO, LnI e PP apresentaram um perfil ativado enquanto as células 

do fígado e LPe apresentaram um perfil inativado. 

De uma maneira geral, ao investigarmos o efeito da esplenectomia no 

perfil de ativação das populações linfóides B1a e B2, observamos que o 

número dessas células marcadas com moléculas de adesão e co-

estimuladoras estava alterado nos órgãos analisados.  

Milicevic e colaboradores (2001) relatam em um estudo que após a 

retirada do baço houve a redução da expressão das moléculas LFA-1 e ICAM-1 

em linfócitos B, do sangue e linfonodos. Nesse mesmo estudo, não foram 

encontradas diferenças de expressão das moléculas L-selectina e integrina α-4 

em células B, no sangue, após 3 meses da esplenectomia. Diferentemente, 

nossos resultados demonstram uma alteração no número de células B 

expressando essas moléculas em alguns órgãos. É importante ressaltarmos 

também a diferença no tempo em que os experimentos foram realizados e os 

órgãos estudados. O primeiro estudo foi feito com 90 dias de esplenectomia, 

enquanto o nosso foi realizado após 30 dias de cirurgia. Em outro estudo, que 

corrobora com nossos dados, é relatado que a ativação de linfócitos por 

estímulos fisiológicos reforçam a ligação dependente de L-selectina pelas 

vênulas altas do endotélio (Spertini, 1991). Ou seja, a ativação, mesmo que 

provocada por fatores fisiológicos, necessita de ligações que envolvam CD62L. 
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E para que isso ocorra, faz-se necessário, que células aumentem a expressão 

dessa molécula, ou que o número de células expressando CD62L aumente. 

Em pacientes que sofrem esplenectomia de 2 a 20 anos atrás o número 

de células no sangue expressando a molécula CD21 estava diminuído 

(Demeter, 1991). Nós observamos apenas nos LnI uma diminuição no número 

de células B1a marcadas com essa molécula, em camundongos SB. Enquanto 

que em linfócitos B2, na MO, LnI e PP, observamos o contrário. 

 

 

5.5 Os efeitos da esplenectomia no número de células produtoras de 

imunoglobulinas na MO, timo e LnM e nos níveis de imunoglobulinas IgG, 

IgA, IgM e IgE no soro. 

 

Uma vez que observamos diferenças no número de células B ativadas 

em alguns órgãos, resolvemos investigar se a atividade dessas células estaria 

mantida após esplenectomia. Para isso, analisamos o número de células 

produtoras de anticorpos, pela técnica de ELISPOT, na MO, timo e LnM. 

Escolhemos esses órgãos porque eles apresentaram alterações tanto no 

número absoluto de células B quanto no número de células B ativadas, em 

camundongos SB. 

Observamos que na MO de camundongos SB houve um aumento do 

número de células produtoras de anticorpos IgA e IgM refletindo no número  

total de células produtoras de Ig. Quando avaliamos o timo desse mesmo 

grupo as células produtoras de IgM estavam em maior número porém as 

produtoras de IgA sofreram uma diminuição. Nos LnM também observamos 

uma redução no número de células produtoras de IgA porém notamos um 

aumento no número de células produtoras de IgG. 
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Em nosso estudo também analisamos a produção sistêmica de 

imunoglobulinas. No soro dos camundongos sem baço houve uma redução dos 

níveis de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM sendo que, com relação a IgG, os 

subtipos alterados foram IgG2b e IgG3. Esses dados corroboram os da 

literatura que relatam, como alterações causadas pela ausência do baço, a 

diminuição da produção de subclasses de IgG e IgM (Brendolan et al., 2007). 

De forma interessante, Martin & Kearney (2001) apontam a produção desses 

isotipos como característica funcional semelhante entre células B1 e células B 

da zona marginal do baço. É possível inferir que os níveis reduzidos de IgG3 e 

IgM estejam relacionados com alterações nas células B1, pois, apesar de não 

ter sido observada diminuição do número total dessa população, observamos 

uma redução no sangue de animais sem baço.  

Analisando os resultados obtidos sobre a atividade local e sistêmica dos 

linfócitos B, é possível argumentar que o aumento do número de células 

produtoras de IgM e IgA observado na MO seja uma tentativa de compensar a 

diminuição do nível dessas imunoglobulinas no organismo. É pertinente 

lembrarmos que linfócitos B1a secretam anticorpos naturais IgM, IgA e IgG3, 

mas principalmente IgM, e que a retirada do baço causa uma diminuição 

dessas células e, conseqüentemente, reduz os níveis desses anticorpos no 

soro (Brendolan et al., 2007; Fagarasan et al., 2000). Observamos ainda um 

aumento de células produtoras de IgG nos LnM. É provável que este aumento 

também represente um mecanismo de compensação do organismo para elevar 

os níveis séricos de IgG, reduzidos após a esplenectomia.  

 

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

tecidos da medula óssea, timo e linfonodos mesentéricos. 
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Quando avaliamos a produção basal (não estimulada) de citocinas em 

extratos de tecidos da MO, timo e LnM observamos que essa produção está 

alterada de maneira diferente em cada órgão. As células da MO de animais SB 

produziram menores níveis de IL10 e IFN-γ. Uma diminuição dos níveis de IL-4, 

IL-10 e TGF-β também foi observada no timo. Quando avaliamos a produção 

de citocinas nos LnM observamos um aumento nos níveis de IFN-γ e uma 

diminuição na produção de TGF-β. 

É possível relacionar esses dados com alguns resultados anteriores. A 

interleucina IL-10 é uma citocina antiinflamatória que modula a imunidade inata 

e adaptativa (Samarasinghe, et al. 2006). Segundo Spencer e colaboradores 

(1996) as células B1 são as maiores produtoras dessa citocina. A sua 

diminuição na MO e timo poderia estar relacionada às alterações nas células 

B1a, causadas pela esplenectomia. Apesar de ter sido observado um aumento 

no número de células B1a, esses órgãos não demonstraram diferenças no 

perfil de ativação dessas células. 

O interferon-γ age nos linfócitos B promovendo a troca de isotipos para 

subclasses de IgG, especialmente IgG2a, em camundongos (Abbas & 

Lichtman, 2005; Kawano et al., 1994). É interessante observarmos que nos 

LnM existe um aumento dos níveis IFN-γ e um aumento do número de células 

produtoras de IgG em camundongos SB. 

TGF-β (fator de crescimento e transformação β) estimula células B a 

fazerem a troca para o isotipo IgA. (Abbas & Lichtman, 2005; Kunimoto et al., 

1992). No timo e nos LnM encontramos diminuídos os níveis dessa citocina 

bem como o número 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 níveis dessa citocina estarem reduzidos no timo não 

observamos alteração no número de células produtoras de IgG nesse órgão. 

Não foi possível analisar se os níveis diminuídos de IL-4 interferiram no número 

de células produtoras de IgE, uma vez que, não conseguimos realizar a técnica 

ELISPOT para essa imunoglobulina. 

Seria interessante investigar mais detalhadamente as células que 

estariam envolvidas na produção dessas citocinas, nesses tecidos, e também 

investigar se a produção sistêmica de citocinas estaria alterada, após a retirada 

do baço, através da análise do soro. 

Embora a ausência do baço seja acompanhada pelo aumento da 

susceptibilidade a infecções bacterianas e por muitas alterações em órgãos 

linfóides, o resultado final é surpreendente (Amlot & Hayes, 1985). Os animais 

esplenectomizados se adaptam à ausência do baço já que eles sobrevivem e 

são capazes de produzir vários tipos de atividades imunológicas diferentes. 

Camundongos C57Bl/6 sem baço são resistentes à infecção por Leishmania 

major de maneira indistinguível dos camundongos controle (Maioli et al, 2007) 

e são também capazes de desenvolver tolerância oral a ovalbumina ingerida 

(Barsante, 2001). Nossa hipótese é que muitas das alterações observadas nos 

sítios linfóides e na dinâmica de re-distribuição dos linfócitos nos animais 

esplenectomizados podem ser interpretadas como mecanismos 

compensatórios ou de adaptação às perturbações causadas pela ausência do 

baço.  
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RESUMO DOS RESULTADOS 

 

� Camundongos BALB/c esplenectomizados não apresentaram diferenças 

no número total de células linfóides dos órgãos analisados em conjunto, 

quando comparados com o grupo controle. Não foi observado aumento 

do número de linfócitos no sangue tampouco no somatório dos órgãos 

avaliados. Possivelmente, na ausência do baço, houve uma 

redistribuição dessas células para vários órgãos. 

 

� Os órgãos de camundongos SB, quando analisados individualmente, 

apresentaram alterações no número de linfócitos. De uma maneira geral, 

observamos um aumento no número de linfócitos T na MO e uma 

diminuição nos LnM e LnI. As células B2 foram encontradas em maior 

número na MO, timo e LnM. Os linfócitos B1a apresentaram um 

aumento numérico na MO, timo, LnM e LnI e uma redução na PP, LPe e 

sangue. 

 

� A dinâmica de distribuição dos linfócitos (marcados com CFSE) 

transferidos apresentou alteração após a esplenectomia. Em nossos 

resultados observamos a migração de linfócitos TCD4+ para MO, LnM 

LnI e PP e de linfócitos TCD8+ para LnM, LnI, mas principalmente para a 

MO. Os linfócitos B se distribuíram de uma maneira mais ampla pelos 

órgãos. Observamos um número elevado dessas células na MO, LnM, 

LnI, timo e LPe de camundongos SB.  
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� Após a esplenectomia, observamos alteração no número de células B1a 

e B2 expressando moléculas de adesão e co-estimulação. Nossos 

resultados analisados em conjunto indicam que, em camundongos do 

grupo SB: 

- a MO e as PP apresentaram um número maior de células B1a 

ativadas, enquanto que no LPe e LnI, o número de células ativadas 

estava reduzido; 

- a MO, as PP, os LnM e LnI apresentaram um número maior de células 

B2 ativadas, enquanto que no LPe o número de células ativadas estava 

diminuído. 

 

� Camundongos SB apresentaram alterações no número de células 

produtoras de anticorpos na MO, timo e LnM. Na MO houve um aumento 

do número de células produtoras de anticorpos IgA e IgM. No timo, as 

células produtoras de IgM estavam em maior número, porém, as 

produtoras de IgA sofreram uma diminuição. Nos LnM observamos uma 

redução no número de células produtoras de IgA e um aumento no 

número de células produtoras de IgG. 

 

� Camundongos sem baço apresentaram níveis reduzidos de 

imunoglobulinas IgA, IgM e IgG, sendo que, com relação a IgG, os 

subtipos alterados foram IgG2b e IgG3. 

 

� Camundongos SB apresentaram níveis basais alterados de citocinas em 

extratos de tecidos da medula óssea, timo e linfonodo mesentérico. 

- As células da MO de camundongos esplenectomizados produziram 

níveis reduzidos de IL10 e IFN-γ. 
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- As células do timo de camundongos SB apresentaram níveis de IL-4, 

IL-10 e TGF-β reduzidos; 

- As células do LnM de camundongos SB apresentaram uma produção 

mais elevada de IFN-γ e uma diminuição na produção de TGF-β. 

 

 

CONCLUSÃO 

 

Os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que a retirada do baço 

afeta o sistema imune de maneira global. A maioria dos órgãos investigados 

demonstrou diferenças numéricas celulares importantes, principalmente 

medula óssea, timo, linfonodos mesentéricos e lavado peritonial. Todas as 

populações linfóides analisadas apresentaram modificações em seus trajetos 

de distribuição quando injetadas em camundongos esplenectomizados. O 

número de células expressando moléculas de ativação também estava 

modificado nos órgãos. Além disso, a produção de imunoglobulinas no soro e 

de citocinas na medula óssea, timo e linfonodos mesentéricos estavam 

alteradas. Finalmente, ao investigarmos o número de células produtoras de 

anticorpos, nesses mesmos órgãos, também observamos modificações. 

Apesar de terem sido constatadas diversas mudanças, algumas dessas 

alterações podem ser interpretadas como mecanismos de compensação do 

organismo para as perturbações causadas pela ausência de um órgão 

envolvido em funções imunológicas centrais. 
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