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RESUMO

A esplenectomia € procedimento comum em casos de traumas abdominais, nesses
casos o transplante autdgeno de baco é a Unica alternativa para se preservar as fungdes
deste 6rgado. Foi descrito que a ocorréncia de sepse por Escherichia coli € maior em
animais esplenectomizados. Entretanto, na infeccdo por Listeria monocytogenes
individuos esplenectomizados sédo capazes de controlar melhor a progressdo da
infeccdo em comparacdo a individuos que possuem o baco intacto. Neste trabalho
avaliamos o efeito da esplenectomia e do transplante autégeno de bago na capacidade
de camundongos BALB/c de controlarem a infeccdo por L. monocytogenes e E. coli. Nés
avaliamos a infeccéo através da técnica de CFU de bactérias no figado. O IFN-y foi
avaliado por ELISA em amostras de figado e baco, e o0 6xido nitrico através do método
de Griess. Nossos resultados confirmam que animais esplenectomizados (SP)
apresentam menor nimero de L. monocytogenes e maior nimero de E. coli no figado
(P<0.05) em comparagao aos animais controle ndo esplenectomizados (CT). Os animais
que receberam o transplante autogeno de baco no retroperitbnio (RP) ou no grande
omento (GO) apresentaram uma contagem de bactérias no figado semelhante & do
grupo CT nas duas infec¢des. Animais SP infectados por E. coli ou L. monocytogenes
apresentaram maior produgéo de IFN-y e Oxido nitrico no figado em comparacéo aos
outros grupos estudados. Na infecgdo com L. monocytogenes camundongos SP tiveram
maior acumulo de células mononucleares no figado, enquanto na infeccdo com E. coli
foram observadas areas de necrose tecidual no figado, porém menor nimero de células
inflamatdrias, assim como baixos niveis de IgM no soro em compara¢gdo com 0s animais
CT, RP e GO. Esses resultados sugerem que na infeccdo com E. coli a imunidade
humoral tenha uma participacdo importante no controle da infecgéo. A producgéo de IFN-
y por células esplénicas, em ambas infecgoes, foi semelhante nos grupos transplantados
em relacdo ao grupo CT, sugerindo que os fragmentos implantados se comportam de
forma semelhante ao 6rgdo original. A realizacdo do transplante autégeno de baco é
capaz de reverter o efeito da esplenectomia em ambas infec¢cbes estudadas,
independente do sitio de implante utilizado.

PALAVRAS CHAVE: Baco. Transplante. E. coli. L. monocytogenes. Infeccdo. Resposta
Imune.



ABSTRACT

The splenectomy is a common proceeding in cases of abdominal traumas. In these
cases the autogenous transplant of the spleen is the only alternative that preserves the
functions of this organ. It has been reported that the incident of sepse for E. coli is larger
in splenectomized animals. Meantime, in the infection by L. monocytogenes
splenectomized individuals are better able to control the progression of the infection in
comparison to individuals who have the spleenintact. In this work we evaluated the effect
of splenectomy and of the autogenous transplant of the spleen on the capacity of BALB/c
mice to control the infection by L. monocytogenes and E. coli. We evaluated the infection
through the technique of bacteria CFU in the liver. The IFN-y in liver and spleen was
evaluated by ELISA, and the nitric oxide by the Griess method. Our results confirm that
splenectomized animals (SP) present a lower number (P <0.05) of L. monocytogenes
and larger number (P <0.05) of E. coli in the liver in comparison to the unsplenectomized
control animals (CT). The animals that received the autogenous transplant of the spleen
in the retroperitoneum (RP) or in the greater omentum (GO) showed a bacteria count in
the liver similar to the CT group for both infections. SP animals infected by L.
monocytogenes or E. coli presented a greater production of IFN-y and NO in the liver in
comparison to other groups studied. In the infection with L. monocytogenes SP mice had
more accumulation of mononuclear cells in the liver, while in the infection with E. coli
areas of tecidual necrosis were observed in the liver, although having a lower number of
inflammatory cells, as well as low levels of IgM in the serum in comparison with the CT,
RP, or GO groups. These results suggest that in the infection with E. coli the humoral
immunity has an important function in the control of the infection. The production of IFN-
y by splenic cells in both infections was similar in the transplanted groups in comparison
to that in the CT group, suggesting that the fragments introduced behave in a way similar
to the original organ. The realization of the autogenous transplant of spleen is able to
reverse the effect of the splenectomy in the two infections studied, independent of the
site used for the implantation.

KEY WORDS: Spleen. Transplantation. E. coli. L. monocytogenes. Infection. Immune
Response.
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1 INTRODUCAO

1.1 O bago e caracteristicas béasicas

O sistema imunolégico € constituido por células, tecidos, o6rgdos linfoides
primarios (medula éssea e timo), responsaveis pelo amadurecimento dos linfocitos T e B
e 0s oOrgaos linféides secundarios (baco, linfonodos, apéndice, placas de Peyer e
tonsilas) que sdo os principais locais de resposta a antigenos, onde ocorre a
multiplicacdo e ativacédo dos linfécitos (ABBAS & LICHTMAN, 2005).

O bacgo é o maior 6rgéo linféide secundario do corpo humano e esta localizado no
quadrante superior esquerdo do abdome. E um importante filtro sanguineo para
antigenos e faz a eliminacdo de hemécias senescentes da circulacdo. Este 6rgdo é
composto por duas regides denominadas: polpa branca, onde se localizam células T, B,
macréfagos; e polpa vermelha com células dendriticas, macrofagos, linfocitos,
plasmaécitos e principalmente eritrécitos. Caracteristicas como estas fazem do baco um
orgdo importante tanto para o sistema imunolégico quanto para o sistema circulatorio.
Além disso, atua na depuracdo de bactérias da corrente sanguinea, funcionando como
sitio para producéo de anticorpos contra varios antigenos, além de estar envolvido com
as reacoes do sistema complemento (MARQUES et al., 2002). (Fig.1)

A fagocitose e a destruicdo intracelular de patdbgenos sdo mecanismos
elementares da resposta imune inata durante infeccoes. Como o principal local de
respostas imunolégicas de antigenos provenientes do sangue, o baco é o mais
importante sitio de fagocitose de microrganismos recobertos por anticorpos
(opsonizados) e atua nos processos da imunidade inata e adaptativa (FRANKENBERG
et al., 2008). Além da protegcdo contra patégenos invasores, este 6rgao ainda detecta e
elimina células senescentes, ou com danos estruturais e células aberrantes, que podem
levar a formagé&o de tumores (WLUKA & OLSZEWSKI., 2006).
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Polpabranca

Polpa
vermelha

FIGURA 1: Estrutura do bago.
Fonte: http://www.virtual.epm.br

1.2 ComplicacBes da esplenectomia

Por muitos anos o baco foi considerado um 6rgdo que podia ser removido sem
nenhum prejuizo ao organismo, ou seja, ndo estava associado a nenhuma funcéo
importante. Em algumas patologias, tais como doencas hemoliticas, hemorragicas e em
casos de esplenomegalias, os procedimentos de esplenectomia eram rotineiros
(ROBSON, 1949). Além disso, em caso de traumas abdominais contusos, onde o baco
é o principal 6rgédo atingido, também vem sendo comum sua retirada (AVENDANO,
1997).

No entanto, a esplenectomia modifica os parametros imunolégicos e favorece o
aparecimento de doencas relacionadas as alteragbes sanglineas, levando
principalmente a uma maior susceptibilidade a doencas infecciosas. A falta do baco ou
seu mau funcionamento podem causar anormalidades que incluem: decréscimo na

habilidade de eliminacdo de células vermelhas danificadas e de corpos inclusos
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intraeritrociticos, altos niveis de imunocomplexos na circulagéo, producéo defeituosa de
IgM e IgG na fase inicial de infec¢des, baixa concentragdo de tuftsina e properdina,
assim como baixa concentracdo de C3 e fator B (componentes do sistema
complemento) (SUMARAJU et al., 2001; KARAGULLE et al., 2007).

Pacientes esplenectomizados sdo mais susceptiveis a infeccdes, particularmente
por bactérias encapsuladas, como Pneumococcus, Meningococcus e Hemophilus
influenza, organismos normalmente eliminados por meio da opsonizacdo e fagocitose,
funcdes estas prejudicadas pela falta do baco (MARQUES & PETROIANU, 2003).

1.3 O implante autdégeno de baco

Devido a importancia do baco para o organismo, algumas técnicas
conservadoras tém sido utilizadas na abordagem das afeccdes esplénicas (CHRISTO &
DIDIO, 1997; BUNTAIN & GOULD, 1985). O implante autdgeno deste 6rgdo é uma
alternativa de preservacédo do tecido esplénico em casos de esplenectomias totais pés-
traumas ou em casos de doencas que atingem o Orgdo, causando esplenomegalias
com hiperesplenia acarretando a necessidade de sua retirada (NUNES et al., 2005).

Segundo Orda (1983), o implante de fragmentos esplénicos em diferentes sitios
do abdome ndo é uma pratica recente. E baseada na esplenose, onde ocorre a
implantacdo natural de fragmentos de tecido esplénico na cavidade peritoneal, apds
trauma abdominal. Alguns autores descrevem varios sitios de implantes diferentes
incluindo, tecido celular subcutaneo, retroperitonio, muasculo reto do abdome, e grande
omento (LIANUNIGG et al., 1992). O sitio de grande omento € o mais utilizado e
preconizado pela literatura, no entanto ndo séo encontradas diferengas significantes
entre este local e outros sitios intraperitoneais (NUNES et al., 2005). Pisters & Pachter
(1994) recomendam envolver os tecidos esplénicos no grande omento, acredita-se que
este local oferece rico suprimento sanguineo, com geracdo de células inflamatdrias,
fatores de crescimento e citocinas. No entanto, apesar de a esplenose (implantacéo

natural de fragmentos esplénicos, apdés trauma abdominal) poder ocorrer em
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localizagbes extraperitoneais, alguns estudos experimentais tém dado preferéncia a
implantacdo no sitio de grande omento por acreditarem que a manutencdo do
suprimento sanguineo seja mais adequada, portanto com maior chance de regeneracéo
e restabelecimento de drenagem venosa com a circulacao portal (BRANDT et al., 2001;
POWER et al., 2002). Por outro lado tém sido descritas desvantagens do sitio de
implante no grande omento, que incluem casos de tor¢do do implante, anemia e
abscesso subfrénico, levando a necrose, do tecido implantado (ANDO et al., 1997).

No entanto, a regeneracao esplénica nao indica necessariamente a manutengao
da funcdo imunoldgica deste 6rgdo (MARQUES, PETROIANU & COELHO, 2003).
Quando se questiona se o fragmento esplénico implantado € eficiente em todos os
aspectos e funcbes, salienta-se a necessidade de avaliar parametros que permitam
confirmar a recuperacdo imunologica do transplante autbégeno, principalmente com
relacdo a defesa contra infeccdes. Por este motivo é relevante investigar se o
transplante autdgeno é tao eficiente para a defesa do organismo como o 6rgédo integro.

Nunes e colaboradores (2005), demonstraram que camundongos submetidos ao
transplante autégeno de baco e imunizados com hemacias de carneiro conseguem
estabelecer uma resposta imunolégica com a formacdo de anticorpos contra essas
hemacias, semelhante a dos animais controle (com baco integro) mostrando que este
procedimento ndo alterou a fungdo esplénica original. O retroperitbnio se mostrou o
sitio de implante mais adequado, uma vez que acarreta menos complicagbes como
aderéncias e formacédo de granulomas de corpo estranho, quando comparado com o
omento maior.

Karagtlle e colaboradores (2007), confirmam estes resultados mostrando baixos
niveis de IgM e IgG em grupos de coelhos esplenectomizados e mostra uma
recuperacdo imunolégica com producdo normal de IgM e IgG no grupo com transplante
autégeno, o que indica um beneficio importante do transplante autégeno para a
imunidade humoral. Recentemente foi avaliada a reatividade do transplante autdégeno
esplénico em animais infectados com Staphylococcus aureus. A presenca do
transplante autdgeno confere maior capacidade de controle da disseminagdo sistémica

deste microrganismo, em comparacdo aos animais esplenectomizados, que
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apresentaram um maior numero de colbnias bacterianas no figado e nos pulmdes,
associados a uma alta produgéo de IL-10 e baixos niveis de IFN-y e TNF-q. Foram
encontrados baixos titulos de IgM e IgG1 apods 6 dias de infeccdo também nos animais
esplenectomizados, revelando a vantagem do transplante autbgeno esplénico em
relacdo aos esplenectomizados (TEIXEIRA et al., no prelo). Entretanto, a reatividade
imunolégica do transplante autbgeno contra microrganismos que apresentam
caracteristicas e comportamentos distintos ainda precisa ser avaliada, no intuito de

investigar se a funcdo do implante é semelhante a do baco integro em diferentes

infecgdes.

1.4 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes € uma bactéria extracelular, que possui habilidade de
sobreviver no interior das células, onde esta protegida. E um bastonete Gram-positivo,
anaerobio facultativo e ndo esporulado, associada a infeccbes graves, tais como
meningites, encefalites, infeccbes de mae para feto (passagem transplacentaria), e
sepse, resultando em morte (25 a 30% dos casos), principalmente em recém-nascidos,
idosos e imunocomprometidos (ARMSTRONG & WONG, 1982; HAMON, BIERNE &
COSSART, 2006). Esta bactéria esta amplamente disseminada na natureza, estando
envolvida em um elevado numero de fontes de infeccdo, incluindo o homem (FARBER
& PETERKIN, 1995). A partir de 1980 foi definitivamente demonstrada a veiculagao
desta bactéria através de inUmeros alimentos, inclusive resultando em alguns surtos de
grande repercussao (PINNER et al., 1992).

A transmisséo pode ocorrer tanto por contato direto quanto indireto com fontes
contaminadas; pelas vias: oral, ocular, cutanea, respiratoria e urogenital. Os portadores
assintomaticos podem eliminar o microrganismo nas fezes por um tempo indeterminado
aumentando o risco de transmissdo. Na fase entérica, a sintomatologia é semelhante a

da gripe, com febre moderada e dores no corpo, acompanhadas de diarréia. No
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entanto, em alguns casos esses sintomas nao sao aparentes (FRANCO & LANDGRAF,
1996).

A ocorréncia de infeccdo sisttmica em adultos ndo é rara e 0s sintomas mais
comuns sdo: febre, fadiga, mal estar, podendo haver ou ndo, presenca de nauseas,
vomitos, dores e diarréia. Quando a doenca compromete o SNC (sistema nervoso
central), a manifestacdo é o aparecimento de meningites, encefalites e abscessos
(FRANCO & LANDGRAF, 1996). Listeria spp. apos infectar o organismo hospedeiro por
via oral, atinge o trato intestinal, aderindo e invadindo sua mucosa. Em seguida, a
célula bacteriana € fagocitada por macrofagos e apds a lise da membrana do
fagossomo, € liberada no citoplasma da célula hospedeira onde se multiplica
rapidamente e se dissemina (LOVETT, 1988).

A forma pela qual este organismo causa a listeriose tem sido bem estudada,
sabe-se que a bactéria possui algumas toxinas, destacando-se as toxinas hemoliticas
(hemolisinas) e as toxinas lipoliticas (HAMON, BIERNE & COSSART, 2006). Diversos
fatores de viruléncia sédo estudados para explicar os mecanismos de patogenicidade da
bactéria (TAM & WICK, 2004 et al.; HAMON, BIERNE & COSSART, 2006). Dentre
estes, a listeriolisina O (LLO), que é uma toxina formadora de poros que tem como
funcdo mediar a lise dos vacuolos que contém a bactéria. A LLO tem atividade otima
em pH acido, no vacuolo fagosomal. Esta toxina permite que a bactéria escape do
fagossoma e alcance o citoplasma da célula hospedeira, sendo o mais importante fator
de viruléncia da L. monocytogenes estando também envolvida com a producéo de IFN-y
(HARA et al., 2007). A listeriolisina permite que a bactéria ndo sofra a acdo das
substancias téxicas produzidas no fagossoma e sobreviva no citoplasma do macréfago
evitando ativagdo macroféagica, dessa forma favorecendo a disseminacdo do patdgeno
para as células vizinhas (BIRMINGHAM et al., 2008; HARA et al.,, 2007; HAMON,
BIERNE & COSSART, 2006; JARADAT & BHUNIA, 2003; DE CHASTELLIER &
BERCHE, 1994; NORTH & CONLAN, 1998; ARMSTRONG & WONG, 1982) (Fig. 2).
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FIGURA 2. Mecanismo de invasdo da L. monocytogenes adaptado de (HAMON et al., 2006). Apos ser
fagocitada (a) a L. monocytogenes utiliza a LLO para escapar do fagossomo e ganhar o citoplasma (b) e
(c). No citoplasma ela manipula o citoesqueleto através de proteinas polimerizadoras como a ActA e
consegue invadir células vizinhas (d) e (e), reiniciando o ciclo (f).

A acado da LLO ocorre juntamente com fosfolipases, que hidrolisam os lipideos
da membrana, causando ruptura da célula (ORGUN & WAY, 2007). A proteina p60 (60

KDa), é uma proteina que também esta associada a capacidade invasiva da bactéria e



21

as internalinas (InlA e InlB) sdo proteinas de membrana (80KDa) também associadas
ao mecanismo de invasdo da célula do hospedeiro (HAMON, BIERNE & COSSART,
2006).

No citoplasma, a bactéria comeca a expressar uma proteina polimerizadora de
actina (ActA) que permite o movimento da bactéria dentro da célula e sua expanséao
para células adjacentes (HAMON, BIERNE & COSSART, 2006).

A listeriose apresenta um quadro caracteristico devido a natureza intracelular
facultativa da bactéria, que provoca rupturas nas células hospedeiras produzindo sepse
e favorecendo a infeccdo de tecidos ndo afetados habitualmente como, cérebro,
sistema nervoso central, placenta e Utero gravidico. (LOVETT, 1988) (Fig.3). A doenca
€ comumente caracterizada pela formacdo de granulomas miliares e necrose focal ou
por supuragcdo no tecido infectado (LOGUERCIO et al.,, 2001). Na auséncia de
tratamento médico a morte ocorre geralmente como resultado de meningites (DEDIOL
etal., 2002).

FIGURA 3. Estrutura da L. monocytogenes evidenciando seus inimeros flagelos que auxiliam na
mobilidade do microrganismo.
Fonte: http://www.wales.nhs.uk/sites3/gallery/719/Listeria.jpg

No curso da infeccdo experimental com L. monocytogenes € conhecido que o

figado captura mais de 90% do indculo injetado por via endovenosa (i.v.) e o baco
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recebe os 10% remanescentes, porém o grande crescimento inicial da bactéria ocorre
no baco e ndo no figado (CONLAN & NORTH, 1992).

Na resposta a L. monocytogenes, ambas as imunidade inata e adaptativa, sao
cruciais para o reconhecimento e eliminacdo do patégeno pelas células de defesa do
hospedeiro (ZENEWIC & SHEN, 2007). Como € um microrganismo intracelular, a L.
monocytogenes fica normalmente inacessivel aos anticorpos circulantes e sua
eliminacdo dependente da imunidade celular. Ao entrar no organismo a bactéria &
fagocitada, porém utilizando seus fatores de viruléncia escapa para o citoplasma dos
fagodcitos, garantindo sua sobrevivéncia, replicacdo e disseminacdo para as ceélulas
vizinhas (LOVETT, 1988). Por este motivo, na grande maioria das vezes a infec¢gao nao
é totalmente erradicada, pois as bactérias escapam e se disseminam manipulando e
reorganizando o citoesqueleto do hospedeiro.

Segundo Serbina e colaboradores (2008), mondcitos inflamatérios respondem
rapidamente ao estimulo microbiano secretando citocinas e expressando receptor de
quimiocina CCR2, desta forma trafegam pelos sitios de infeccdo em resposta a
secrec¢do de proteinas quimiotaticas como CCL-2 e MCP-1. O CCR2 esta envolvido no
recrutamento de monocitos em infecgcbes com Listeria monocytogenes, Mycobacterium
tuberculosis, Toxoplasma gondii e Criptococcus neoformans. Alguns macréfagos
conseguem apresentar os antigenos da bactéria antes de seu escape do fagossomo e
produzem IL-12, citocina que ativa as ceélulas natural killer (NK). As células NK
juntamente com as células T atuam como principais produtoras de IFN-y, citocina que
ativa macréfagos auxiliando no combate as bactérias (TEIXEIRA & KAUFMANN, 1994).
A resisténcia de camundongos a listeriose envolve uma fase inicial ndo especifica
(inata) mediada pelas células NK, seguida por uma fase especifica (adquirida) mediada
por céelulas T (KAUFMANN, 1993). A ativacdo de fagocitos mononucleares pelo IFN -y
produzido por células NK e células T &€ comumente associada com resisténcia
inespecffica e protecdo especifica, respectivamente, na defesa contra a infeccéo
(HARA etal.,, 2007; KAUFMANN & BRINKMANN, 1984).

O IFN-y tem sido considerado a citocina mais importante para o desenvolvimento

de resisténcia adquirida contra microrganismos intracelulares como Listeria
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monocytogenes e Mycobacterium tuberculosis. Na listeriose sua producdo esta
relacionada com a ligagdo do TLR-4 (receptor presente em macrofagos e células
dendriticas) a moléculas especificas presentes na superficie da bactéria, como a LLO
(HARA et al., 2007). Desta forma, os fagocitos podem contribuir no controle da infecgéo,
porque quando ativados eliminam a L. monocytogenes bloqueando seu escape do
fagossomo. Espécies reativas de oxigénio e intermediarios do nitrogénio, como
peroxido de hidrogénio (H2O,) e oOxido nitrico (NO), produzidos por macrofagos
ativados, sdo moléculas eficientes na lise de L. monocytogenes nos fagossomos
(SHAUGHNESSY & SWANSON, 2007; TAM & WICK, 2004).

E aceito que o principal mecanismo de eliminagéo da L. monocytogenes se inicia
com a diferenciacdo das células T CD4" em células Thi, pela acdo da IL-12. Células
Thl produzem IL-2 e IFN-y, citocinas que induzem uma resposta celular ativando
macrofagos, células NK e céluas T CD8'. As células T CD8" sdo de grande
importancia nesta resposta, pois eliminam células infectadas que tiveram a bactéria se
multiplicando no citoplasma, e que fizeram a apresentacdo de antigenos através do
MHC de classe | (HARA et al., 2007).

Diversos autores tém demonstrado que hospedeiros esplenectomizados e
infectados resistem melhor a infeccdo por L. monocytogenes do que animais que
possuem o baco intacto (KURANAGA et al., 2005; PIETRANGELI et al., 1983; CHEERS
& MCKENZIE, 1978; SKAMENE & CHAYASIRISOBHON, 1977; SKAMENE,
CHAYASIRISOBHON & KONGSHAVN, 1978). Segundo Wood e colaboradores (1984),
este fato se deve a uma falha na producdo de citocinas Thl nos animais
esplenectomizados e infectados com L. monocytogenes. Esta falha, no entanto,
contrasta com o aumento da resisténcia do esplenectomizado a esta bactéria.
Kuranaga e colaboradores (2005), atribuiram esta resisténcia a grande participacao
das células NK e NKT do figado e sugere que estas podem estar atuando
decisivamente nesta resposta, além disso, observa também um alto nivel de IL-12 no

soro dos animais esplenectomizados, em relagéo aos animais controle.



24

1.5 Escherichia coli

A Escherichia coli é um bastonete Gram-negativo, extracelular, aerébio que
constitui parte da microbiota residente do trato intestinal de humanos e de uma
variedade de animais (Fig.4) (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Com base nos fatores de viruléncia, manifestacdes clinicas, epidemiolégicas e
sorotipagem, os patotipos de E. coli sédo agrupadas em classes. Destaca-se entre 0s
patotipos que causam doencas intestinais: EPEC (enteropatogénica classica), EIEC
(enteroinvasora), ETEC (enterotoxigénica), EHEC (entero-hemorragica), EAEC
(enteroagregativa) e DAEC (difusivamente aderente). O patotipo causador de doencas
do trato urinario, é conhecido como UPEC (uropatogénica). Além disso existe um
patotipo de E.coli que é um agente comum em causar meningites Gram-negativas
neonatais, este patotipo € conhecido como MNEC (E.coli associada a meningite/
sepse). Por fim, atualmente tém sido descritos outros potenciais patotipos de E.coli, no
entanto nenhum tdo bem estabelecido como os descritos acima. S&o eles: AIEC
(aderente invasiva) associada a doenca de Crhon, NEC (necrotizante) causador de
necrose do epitélio intestinal e NTEC (necrotdoxica) (STENUTZ, WEINTRAUB &

WIDMALM, 2006).

FIGURA 4. Estrutura da bactéria E. coli evidenciando suas fimbrias e pili que auxiliam na adesao do
microrganismo a célula hospedeira.
Fonte:http://www.uni-heidelberg.de/zentral/ztl/grafiken_bilder/bilder/e -coli.jpg
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A transmissao da E. coli ocorre pelo consumo de alimentos contaminados, direta
ou indiretamente, por fezes. Dentre as fontes de infecgcdo conhecidas destacam-se a
carne, o leite cru, as saladas, e transmissdo de pessoa a pessoa atraves da via oral-
fecal. Esta bactéria tolera ambientes com acidez baixa, 0 que permite que atravesse o
estbmago sem ser afetada (MICHANIE, 2003).

A E. coli por ser uma bactéria Gram-negativa, apresenta como constituinte da
parede celular o lipopolissacarideo (LPS). O LPS €& uma endotoxina localizada na
parede celular bacteriana que participa de fungcdes essenciais como crescimento e
sobrevivéncia bacteriana principalmente no contexto das interagcbes parasito-
hospedeiro (PARK et al.,, 2006). O LPS das bactérias Gram-negativas também é
conhecido por causar manifestacdes patologicas, como febre (PARK et al., 2006).
Segundo Hopkins et al., (1998), a resposta ao LPS é importante para iniciar uma
resposta imune mediada por citocinas. Esta endotoxina estimula mondécitos e
macrofagos a produzir varias citocinas como o TNF-o, que contribui para a disfuncdo de
orgdos durante a sepse (MATSUSHITA et al., 2007). Além do LPS, a E. coli possui
estruturas celulares importantes na invasao e multiplicacdo dentro do hospedeiro. As
fimbrias e o pili (um filamento ndo flagelar formado na superficie da bactéria) auxiliam
na adesdo bacteriana a célula hospedeira (Fig. 3). Na infeccdo com a E. coli
uropatogénica, o pili tipo | permite que a bactéria forme um biofilme, uma camada que
protege as bactérias da urina, das defesas do hospedeiro, e até mesmo de antibioticos,
permitindo infec¢des recorrentes quando as bactérias quiescentes eclodem do biofilme.
(CEGELSKI et al., 2008).

Estudos sobre as propriedades aderentes de diferentes cepas de E. coli na
doenca de Crohn mostram que sdo capazes de aderir a varias células e linhagens
humanas. No patotipo AIEC (aderente-invasiva) o pili tipo | interage com o receptor
CEACAMSG presente nas células ileais de pacientes portadores da doenga, € promovem
uma invasao mais efetiva juntamente com outros fatores de viruléncia, como o flagelo
gue permite maior mobilidade e outras proteinas que regulam os fatores de viruléncia
da bactéria (BARNICH et al., 2007).
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Segundo Gillon e colaboradores (1984), a promocao da resposta imune a E. coli
em infec¢cbes do trato urinario se deve a combinacdo da imunidade inata com a
resposta adaptativa, levando assim a resolucdo da infeccdo. Neste caso, um influxo de
neutréfilos é seguido pelo aparecimento de células mononucleares inflamatoérias. A
fagocitose da bactéria por células mononucleares, como macrofagos, reduz o numero
de bactérias nos Orgdos infectados e € o primeiro passo na geracdo da resposta
adaptativa. Antigenos bacterianos processados por macréfagos ativam linfocitos T, que
participam da estimulacdo de células B produtoras de anticorpos anti-E. coli, que
podem ser encontrados na urina. O numero de anticorpos esplénicos tem uma
correlacdo positiva com a infeccdo nos o6rgdos, evidenciando a importancia das
imunoglobulinas produzidas no baco, na resolucdo desta infeccdo (HOPKINS et al.,
1998).

Bactérias Gram-negativas como a E. coli, principalmente do fenétipo MNEC sao
agentes etioldgicos responsaveis por infeccdes pds-esplenectomia caracterizando
sepse, ou a IFPE (Infeccdo fulminante pos-esplenectomia) que ocorre com frequéncia
em individuos esplenectomizados e estdo associadas a uma alta incidéncia de mortes
(MARQUES & PETROIANU, 2003; MARQUES, PETROIANU & COELHO, 2003;
HANSEN & SINGER, 2001; SUMARAJU et al., 2001). Em ratos a infec¢ao por E. coli
em esplenectomizados € progressiva, porém animais esplenectomizados e submetidos
ao transplante autégeno de baco, preservam a funcéo fagocitica esplénica (MARQUES,
PETROIANU & COELHO, 2003).

O estudo do curso infeccioso e da resposta imune deste patdbgeno em animais
que sofreram transplante autégeno se mostra relevante, uma vez que ha maior risco de
infeccbes bacterianas e sepse em individuos esplenectomizados. Por este motivo é
importante conhecer os mecanismos efetores da resposta imunolégica de animais

transplantados submetidos a diferentes infeccoes.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral:

Avaliar a capacidade de resposta imunoldgica de camundongos BALB/c
submetidos ao transplante autégeno de bago no retroperiténio (RP) ou no omento maior
(GO), frente as infeccbes por L. monocytogenes e E. coli em comparacdo com animais

esplenectomizados (SP) e animais controle submetidos a cirurgia simulada (CT).

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a evolucao da infeccdo em animais que receberam o transplante autbgeno de
baco comparando-os com os grupos SP e CT, através da contagem de CFU (unidades
formadoras de col6nia) de L. monocytogenes e E. coli no figado.

2. Investigar a producéo de NO e IFN-y no figado dos grupos de animais infectados com
L. monocytogenes e E. coli.

3. Dosar IFN-y em culturas de células esplénicas dos animais infectados com L.
monocytogenes e E. coli apds estimulacao in vitro com concanavalina A e antigenos
especificos, através do método de ELISA.

4. Analisar a histologia do tecido do figado de animais infectados com L.
monocytogenes e E. coli, avaliando a morfologia geral do 6rgédo e o acumulo de células
mononucleares inflamatorias.

5. Avaliar a Influencia da imunidade humoral, através da detec¢do de anticorpos IgM,
no soro de camundongos infectados com E. coli, apos esplenectomia, e transplante

autogeno de baco em retroperitdnio e grande omento.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais e Procedimento cirdrgico:

Camundongos BALB/c, fémeas de 10-12 semanas de idade, obtidos no Centro de
Biologia da Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora foram
mantidos no setor de experimentacdo do Laboratério de Imunologia - UFJF em estantes
ventiladas (Alesco®), em microisoladores livres de patdégenos, onde receberam racéo e
agua ad libitum. Para a realizacdo da técnica cirdrgica (Fig.5), os animais foram
divididos em 4 grupos (10 animais cada) de acordo com o grupo de cirurgia. Para cada
infeccdo (L. monocytogenes ou E. coli) foram utilizados 40 animais. Os grupos de
cirurgia foram: grupo esplenectomizado - onde o bago foi totalmente retirado; grupo
retroperitbnio - camundongos esplenectomizados e com transplante autdgeno no
retroperitonio (Fig.6); grupo grande omento - camundongos esplenectomizados e com
transplante autégeno no grande omento (Fig.7) grupo controle cirurgia simulada onde

foi realizada uma laparotomia seguida de laparorrafia.

Os animais foram anestesiados i.p. com solugdo anestésica composta por
xilazina 2% e quetamina 5%. Os grupos retroperitbnio e grande omento foram
submetidos a laparotomia mediana, com esplenectomia total convencional, onde trinta
por cento do tecido ressecado foi fragmentado em duas partes e implantado
(transplantado) no retroperitbnio ou grande omento, respectivamente. O grupo
esplenectomizado teve o tecido esplénico totalmente retirado e no grupo operacao
simulada foi realizada abertura da cavidade abdominal, mobilizacdo do baco e sutura,
ou seja, uma operacao simulada.

O estudo foi conduzido com aprovacdo do Comité de Etica na Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora. Protocolo 020/2006-CEA.
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FIGURA 5. Técnica cirtrgica — (a) Pediculo vascular e vasos curtos esplénicos. (b) Seccdo do baco para
o transplante autdgeno; aproximadamente 30% do tecido esplénico é dividido em duas partes. Fonte:
Rezende, et al., (2007).

FIGURA 6. Transplante autégeno de bago em retroperiténio - (a) Acesso ao retroperitdnio. (b) Colocagéo
dos fragmentos sem fixacdo. Fonte: Rezende, et al., (2007).
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FIGURA 7. Transplante autégeno de bago em grande omento — (a) Transfixagdo dos fragmentos. (b)
Bolsa confeccionada com grande omento envolvendo os fragmentos. Fonte: Rezende, et al.,(2007).

3.2 Bactérias, infeccdo e preparacédo de antigenos:

As bactérias, Listeria monocytogenes (ATCC 19117) e Escherichia coli (ATCC

“A

8739) foram cultivadas nos meios cultura “brain heart infusion” (BHI-Difco®) e “agar
MacConkey” (seletivo para E. coli) respectivamente, por 24h estufa umidificada a 37°C.
Os indculos foram preparados por centrifugacdo durante 20 minutos, seguidos de
ressuspensao em PBS e 10% de glicerol.

Trinta dias ap6s a cirurgia (cirurgia simulada, esplenectomia e transplante
autégeno de baco), 40 animais foram infectados i.v. com L. monocytogenes na dose de
10° CFU/200uL e 40 animais foram infectados iv. com E. coli na dose de
109CFU/200uL. Os camundongos foram sacrificados apoés trés dias de infeccéo.

Para a preparacdo dos antigenos, as bactérias foram mortas por incubacéo a
65°C por duas horas (L. monocytogenes morta pelo calor/ heat killed L. monocytogenes
ou HKL; e E. coli morta pelo calor/heat killed E. coli ou HKE) e utilizadas para
reestimulac&o in vitro na concentracdo de 10’ bactérias por poco.
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3.3 Contagem de unidades formadoras de colonia (CFU):

ApoOs anestesia, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. O
figado de cada animal foi retirado e macerado em PBS, através de homogeneizadores
e pistdes previamente esterilizados. Diluicdes seriadas de 10! a 10 foram plaqueadas
em placas de 6 pogos contendo meio de cultura BHI (Difco®) para L. monocytogenes e
agar MacConkey para E. coli. O material remanescente (lobo esquerdo) foi utilizado
para detecgéo de IFN-y, NO e analise histologica.

Apoés 24h de incubacdo em estufa umidificada a 37°C, o numero de unidades
formadoras de colbnia foi determinado. O numero de bactérias nos 6rgdos dos animais
foi expresso como o log do numero de unidades formadoras de colénias (CFU) de L.
monocytogenes ou E. coli. Foi realizado um teste de Gram para a confirmacdo da
natureza Gram-positiva das bactérias, uma vez que o meio BHI ndo é seletivo para L.

monocytogenes.

3.4 Isolamento e cultura de células esplénicas:

Baco e fragmentos esplénicos dos camundongos foram removidos e suas células
ajustadas para 10°/mL em meio RPMI suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB), 0,5% de antibidtico e 1% de aminoacidos ndo essenciais. Para a avaliacdo da
producéo de IFN-y, as células foram cultivadas em placas de cultura de 96 pocos por 48
horas, na concentracdo de 2x10° células/200pL. As culturas foram estimuladas in vitro
com 107 de HKL ou HKE por poco. Apés o periodo de cultivo em estufa de CO,, os
sobrenadantes foram coletados, centrifugados e congelados a —20°C, para posterior

dosagem de IFN-y.
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3.5 Dosagem dos niveis de IFN-y utilizando macerado de tecido e sobrenadantes

de culturas:

A dosagem das citocinas foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA).
Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100uL de tampéo carbonato-bicarbonato
0,05M, pH 9,6, contendo 4pug/mL de anticorpo anti-IFN-y e incubadas por 16 horas a
4°C. As proteinas ndo ligadas a placa foram removidas por lavagem com PBS 0,015M
contendo 0,05% Tween-20 e as placas foram bloqueadas com 300uL de PBS-Tween-
20, contendo 10% de soro fetal bovino, por 2 horas a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas novamente com PBS-Tween-20 e 100uL dos sobrenadantes de cultura e
dos macerados de tecido do figado foram adicionados, em triplicata, e incubados por 16
horas a temperatura ambiente. Apos lavagem, as placas foram incubadas novamente
por 1 hora a temperatura ambiente com 100uL do segundo anticorpo biotinilado anti-
IFN-y 0,5 pg/mL Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com 100uL de
avidina-peroxidase. Apos 20 minutos de incubagcdo a temperatura ambiente, foi
adicionado o substrato tetrametilbenzidina (TMB, Zymed). A reacgao foi interrompida
com a adicdo de 50uL de uma solugéo de acido sulfarico 1M. A densidade oOptica foi
determinada em leitor de microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices, USA)

utilizando o filtro de 450nm.

3.6 Dosagem de Oxido Nitrico:

Os macerados de tecido do figado foram clarificados com acido tricloro acético
(ATA) e utilizados para quantificacdo de nitritos (NOy) através da reacdo de Griess
(GREEN et al., 1982). Aliquotas de 100uL do sobrenadante foram incubadas com 50uL
de sulfanilamida (Sigma®) a 1% e 50uL de N-1-dihidrocloreto de naftiletilenodiamina
(Sigma®) a 0,1% em acido fosforico a 2,5% (Sigma®) em temperatura ambiente por 5

minutos. Posteriormente a absorbancia foi medida, em comprimento de onda de 540
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nm. A producdo de NO; foi quantificada atraves de comparacdo com curva-padrao,

feita com diferentes concentragdes de NaNO;.

3.7 Deteccdao de anticorpos especificos (IgM) no soro dos animais:

Apos 72h de infeccdo, foram feitas coletas de sangue periférico de animais de
todos os grupos, e os soros foram separados por centrifugacdo. Placas de ELISA
foram sensibilizadas com o antigeno HKE de E. coli, e incubadas por 18h a 4°C. Entéo
lavadas com PBS-Tween e bloqueadas com PBS-Tween +10% de SFB (Soro Fetal
Bovino) por 2 horas. Apds este periodo, as placas foram novamente lavadas quatro
vezes em PBS-Tween e, em seguida, adicionados os soros dos animais. As placas
foram incubadas por 18h a 4°C. Terminada a incubacao as placas foram lavadas e
adicionado o anticorpo anti-lIgM conjugados com peroxidase e incubadas por mais 1
hora a temperatura ambiente. Mais quatro lavagens foram realizadas e a reacao
revelada pela adicdo do substrato contendo &cido citrico 0,1M, fosfato de sédio 0,2M,
agua destilada, cromogeno OPD e 4gua oxigenada 0,03%. A reacao foi bloqueada com
acido sulfarico 1M e a leitura feita em espectrofotometro a 492nm. As deteccbes dos

anticorpos especificos foram quantificadas como densidade 6tica (OD).

3.8 Avaliacao Histolégica:

Fragmentos de figado foram retirados e fixados em solucdo de formol a 10%. Os
fragmentos fixados foram embebidos em parafina e posteriormente cortes histoldégicos
de aproximadamente 3 micrémetros de espessura foram feitos e corados com
hematoxilina e eosina. Os numeros de acumulos de células mononucleares
inflamatorias no figado foram determinados apds andlise de 20 campos em aumento de
400x. A avaliacao da extensao dos infiltrados inflamatérios foi determinada de acordo

com as seguintes escalas estabelecidas:
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- Para a infeccdo com L. monocytogenes os niveis foram: | (leve, com 0-2 infiltrados de
células mononucleares); Il (moderado, com 3-5 infiltrados de células mononucleares); Il

(acentuado, com 6-10 infiltrados de células mononucleares).

- Para a infecgdo com E. coli os niveis foram: | (leve, com 0-2 infiltrados de células
mononucleares); Il (moderado, com 3-5 infiltrados de células mononucleares); i
(acentuado, com 6-8 infiltrados de células mononucleares); e IV (alto, com mais de 8

infiltrados de células mononucleares).

3.9 Anédlise Estatistica:

As variaveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo teste de
normalidade de D’agostino e Pearson para distribuicdo gaussiana dos dados. Foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, e o teste paramétrico, teste “t” de
Student, para determinagdo das diferencas significantes entre 0s grupos de
camundongos, com nivel de significancia menor que 5% (p<0,05). Para tal, utilizou-se o

programa GraphPad Prism®5.0.
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4 RESULTADOS

41 ESTUDO DA |INFECCAO COM LISTERIA MONOCYTOGENES EM
CAMUNDONGOS BALB/C  ESPLENECTOMIZADOS E SUBMETIDOS A
TRANSPLANTE AUTOGENO DE BACO

4.1.1 Efeito da esplenectomia na capacidade de camundongos BALB/c de

controlar a infecg&o por L. monocytogenes

O efeito da esplenectomia na capacidade de camundongos BALB/c de conter o
crescimento de L. monocytogenes no figado, foi avaliado 72 horas apos infeccéo
endovenosa. Grupos de camundongos BALB/c, esplenectomizados, esplenectomizados
e com transplante autégeno no retroperitbnio ou no grande omento, e grupo controle
cirurgia simulada foram infectados com 10° CFU de L. monocytogenes trinta dias ap6s
a cirurgia. A Fig. 8 mostra que numero de CFU de L. monocytogenes foi maior no grupo
cirurgia simulada que exibe um numero de colénias semelhante ao dos grupos
transplantados em retroperitbnio e grande omento. JA o0 grupo esplenectomizado
apresentou diminuicdo significativa (p<0.05) de colénias, quando comparados aos
demais grupos (Fig. 9).
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FIGURA 8. Efeito da esplenectomia e do transplante autégeno de baco no crescimento de L.
monocytogenes no figado de camundongos BALB/c infectados. Animais foram infectados i.v. com
10° L. monocytogenes e o nimero de unidades formadoras de col6nias (CFU) de bactérias foi avaliado
72 horas apés a infeccdo, em macerados de figado. As barras representam a média dos Log de CFU +
SEM. *= p < 0,05 quando comparados aos outros grupos estudados.
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FIGURA 9. Fotografia de uma placa de 6 pogos com as col6nias de L. monocytogenes obtidas no
macerado de figado de um camundongo do grupo cirurgia simulada, apés 24h de incubacdo a 37°C em
estijfa ugnidiﬁcsada a 37°C. As bactérias foram cultivadas em meio BHI (brain heart infusion) nas diluicdes
107,107 e 10™.
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4.1.2 Producéao de IFN-y pelas células do figado de animais esplenectomizados e

com transplantes autdégenos apdés infeccdo com L. monocytogenes

Os camundongos do grupo esplenectomizado apresentaram niveis mais
elevados de IFN-y (781 + 128 pg/mL) em macerado de figado em comparacdo aos
demais grupos estudados (Fig.10). Os animais do grupo cirurgia simulada
apresentaram menor producédo de IFN-y (482 + 153 pg/mL), que se mostrou em niveis
semelhantes aos observados nos animais dos grupos grande omento (563+24 pg/mL) e
retroperitonio (628+ 45 pg/mL).
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FIGURA 10. Producdo de IFN-y pelas células do figado de camundongos BALB/c
esplenectomizados e com transplantes autdégenos. Niveis de IFN-y no figado dos animais apds trés
dias de infeccdo com 106/200uL de L. monocytogenes. Valores representados em médias + SEM.*=
p<0,05 quando comparados aos outros grupos estudados.
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4.1.3 Producdo de NO pelas células do figado de animais esplenectomizados e

com transplantes autdégenos apdés infec¢gdo com L. monocytogenes

A producdo de o6xido nitrico exibida no macerado de tecido do figado nos
grupos de camundongos cirurgia simulada, esplenectomizado, retroperitbnio e grande
omento infectados com L. monocytogenes teve um perfil semelhante ao observado na
producdo de INF-y (Fig.10). A producdo de oxido nitrico pelas ceélulas do figado do
grupo esplenectomizado foi significativamente maior (1,83 + 0,74uM) que a produzida
pelos grupos cirurgia simulada e omento maior nos animais infectados com L.
monocytogenes (Fig.11). Os grupos retroperitbnio e grande omento mostraram uma

quantidade de NO semelhante a observada no grupo cirurgia simulada.
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FIGURA 11. Producao de NO pelas células do figado de camundongos BALB/c esplenectomizados
e com transplantes autdgenos infectados com L. monocytogenes. Niveis de NO no figado dos
animais ap0s trés dias de infeccdo com 106/200pL de L. monocytogenes. A producédo de NO foi avaliada
pelo método de Griess. Valores representados em médias + SEM.* = p < 0,05 quando comparados aos
outros grupos estudados.
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4.1.4 Efeito da infeccdo com L. monocytogenes na producdo de IFN-y pelas

células esplénicas de animais que receberam o transplante autégeno de baco

As células esplénicas do grupo cirurgia simulada (371 + 97 pg/mL), dos grupos
esplenectomizado e submetidos ao transplante autégeno no retroperitdnio (249 +73
pg/mL) e esplenectomizado e submetidos ao transplante autégeno no grande omento
(231 + 54 pg/mL) produziram quantidades semelhantes de IFN-y apos 48h de cultura

com o estimulo especifico (HKL). (Fig.12).
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FIGURA 12. Producdo de IFN-y em cultura de células esplénicas. Camundongos BALB/c foram
infectados com 106/200pL de L. monocytogenes. Apés trés dias de infeccdo a producdo de IFN-y por
células esplénicas foi avaliada depois de 48h de cultura em presenca de HKL (107/po<;0). Valores
representados em médias + SEM.
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4.1.5 Anadlise histolégica de tecido do figado de camundongos BALB/c infectados

com L. monocytogenes

A avaliacdo histoldégica dos animais infectados com L. monocytogenes revelou
gue o grupo esplenectomizado (Fig.13 C) apresenta um maior numero de acumulos de
células mononucleares, com presenca de infiltrados perivasculares e intra-
parenguimatosos. De acordo com a classificacdo descrita anteriormente, 0 grupo
esplenectomizado se encontra na categoria acentuado (nivel Ill), possuindo mais de 5
acumulos de células mononucleares, além disso também apresenta alguns raros
neutr6filos nos sitios inflamatérios. O grupo cirurgia simulada (Fig.13 D) apresenta
menor concentracdo de acumulos celulares inflamatérios no figado sendo classificado
como leve (nivel 1), e os implantes esplénicos em retroperitbnio e grande omento
(Fig.13 A e B) foram classificados como moderado (nivel Il). Todo o material foi
analisado por um mesmo observador e os campos foram escolhidos de forma aleatéria.
Foram considerados os seguintes itens de avaliacdo: (1) a estrutura geral do 6rgéo, (2)
morfologia dos hepatdécitos, (3) presenca de acumulos de células mononucleares intra-

parenguimatosas e perivasculares.
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FIGURA 13. Fotografia das |aminas de tecido do figado. (A) Acumulo intraparenquimatoso de células
mononucleares no figado de um camundongo do grupo retroperitdnio (seta).(B) Acumulo perivascular de
células mononucleares no figado de um camundongo do grupo grande omento(seta). (C) Acumulo
intraparenquimatoso de células mononucleares no figado de um camundongo do grupo
esplenectomizado (seta).(D) Acumulo intraparenquimatoso de células mononucleares no figado de um
camundongo do grupo cirurgia simulada(seta).
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42 ESTUDO DA INFECCAO COM ESCHERICHIA COLI EM CAMUNDONGOS
BALB/C ESPLENECTOMIZADOS E SUBMETIDOS A TRANSPLANTE AUTOGENO DE
BACO

4.2.1 Efeito da esplenectomia na capacidade de camundongos BALB/c de

controlar infeccdes por E. coli

Trinta dias ap6s a cirurgia para o0 transplante autdgeno de baco, o0s
camundongos BALB/c foram infectados com 10° CFU de E. coli e ap6s trés dias de
infeccdo a contagem de E. coli no figado revelou que os animais do grupo
esplenectomizado apresentou maior (p<0.05) nimero de colénias de E. coli, quando
comparados aos demais grupos (Fig.14). Os animais do grupo cirurgia simulada tiveram
namero de colénias semelhante aos grupos que receberam transplante autégeno de
baco, independente do sitio de implante utilizado retroperitbnio ou grande omento
(Fig.15).
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FIGURA 14. Efeito da esplenectomia e do transplante autégeno de baco no crescimento de E. coli
no figado de camundongos BALB/c infectados. Animais foram infectados i.v. com 10%/200mLE. coli e
0 numero de unidades formadoras de colbénias (CFU) de bactérias foi avaliado 72 horas ap6s a infec¢ao,
em macerados de figado. As barras representam a média dos Log de CFU + SEM.* = p < 0,05 quando
comparados aos outros grupos estudados.
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FIGURA 15. Fotografia de uma placa de 6 pogcos com as colénias de E. coli obtidas no macerado de
figado de um camundongo do grupo cirurgia simulada, apés 24h de incuba(;éola 327°C em estufa
umidificada a 37°C. As bactérias foram cultivadas agar Mac Conkey nas diluicdes 10, 10° e 10™.
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4.2.2 Producéao de IFN-y pelas células do figado de animais esplenectomizados e

com transplantes autdégenos apo6s infec¢cdo com e E. coli

A produgdo de IFN-y no sobrenadante de figado dos animais infectados e
esplenectomizados foi maior (2023 + 230 pg/mL) do que nos demais grupos (p<0,05). A
Fig.16 mostra que o grupo que possui 0 baco integro (cirurgia simulada) teve uma
producdo de IFN-y (1684 + 266 pg/mL) semelhante aos grupos transplantados tanto no

retroperitbnio (1572 + 261 pg/mL) quanto no grande omento (1370 + 226 pg/mL).
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FIGURA 16. Producdo de |IFN-y pelas células do figado de camundongos BALB/c
esplenectomizados e com transplantes autégenos. Niveis de IFN-y no figado dos animais apés trés
dias de infeccdo com 109/200pL de E. coli. Valores representados em médias + SEM.*= p<0,05 quando
comparados aos outros grupos estudados.
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4.2.3 Producdo de NO pelas células do figado de animais esplenectomizados e

com transplantes autdgenos apoés infec¢cdo com E. coli

A quantidade de NO produzido pelas células do figado do grupo
esplenectomizado foi maior (1,4 + 0,3 uM) (p<0,05) que a produzida pelo grupo grande
omento (1,2 + 0,17 uM). A Fig. 17 mostra que os grupos com implante autdgeno de
bacgo no retroperitonio (1,3 + 0,13 uM) e no grande omento produziram uma quantidade

de NO semelhante a produzida pelo grupo cirurgia simulada (1,2 + 0,3 uM).
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FIGURA 17. Producao de NO pelas células do figado de camundongos BALB/c esplenectomizados
e com transplantes autégenos infectados com E. coli. Niveis de NO no figado dos animais apés trés
dias de infeccdo com 10°/200uL de E. coli. A producdo de NO foi avaliada pelo método de Griess.
Valores representados em médias + SEM.* = p < 0,05 quando comparados aos outros grupos estudados.
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4.2.4 Producéo de IFN+y pelas células esplénicas de animais esplenectomizados e

com transplantes autdégenos apdés infeccdo com E. coli

A avaliagdo da producdo de IFN-y no bago e fragmentos esplénicos de
camundongos BALB/c infectados com E. coli como evidencia a Fig.18, mostra que as
células do grupo cirurgia simulada (93 + 25 pg/mL), dos grupos esplenectomizado e
submetidos ao transplante autdgeno no retroperitbnio (155 + 24 pg/mL) e
esplenectomizado e submetidos ao transplante autdgeno no grande omento (186 + 11

pg/mL) produziram quantidades semelhantes de IFN-y apos 48h de cultura.
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FIGURA 18. Producdo de IFN-y em 48h de cultura de células esplénicas. Camundongos BALB/c
foram infectados com 109/200p.L de E. coli. Apos trés dias de infeccao a Qrodugéo de IFN-y por células
esplénicas foi avaliada depois de 48h de cultura em presenca de HKE (10'/pogo). Valores representados
em médias + SEM.
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4.2.5 Producdo de anticorpos IgM no soro de animais esplenectomizados e com

transplantes autdégenos apdés infecgcdo com e E. coli

Os resultados da dosagem de anticorpos IgM anti-E. coli no soro dos animais
mostraram que 0 grupo esplenectomizado apresentou diminuicdo significativa (p<0,05)
(0,157 + 0,04) de IgM sérica quando comparados aos demais grupos (Fig.19). Ambos
0s grupos transplantados, retroperiténio (0,298 + 0,03) e grande omento (0,231 + 0,03),

mostraram niveis de IgM semelhantes ao do grupo cirurgia simulada (0,300 + 0,01).
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FIGURA 19. Producao de IgM no soro dos animais dos grupos cirurgia simulada, retroperitbnio e
grande omento. Camundongos BALB/c foram infectados com 109/200pL de E. coli e ap6s trés dias de
infeccdo a producédo de IgM no soro dos animais foi avaliada.* = p < 0,05 quando comparados aos outros
grupos estudados.
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4.2.6 Analise histoldgica de tecido do figado de camundongos BALB/c infectados

com E. coli

A avaliagdo histologica dos animais infectados com E. coli revelou que o grupo
esplenectomizado apresenta um menor numero de acumulos de células
mononucleares, com infiltrados intra-parenquimatosos (Fig.20 C) e alguns raros
perivasculares, quando comparados aos demais grupos. Além disso, estes acumulos
foram de menor intensidade do que os encontrados em animais que possuiam baco
intactos ou que receberam os fragmentos de baco. Foram observados alguns pontos de
necrose tecidual nos animais infectados e esplenectomizados (Fig.20 A e B). De acordo
com a classificacdo descrita anteriormente o grupo esplenectomizado se encontra na
categoria moderado (nivel ), possuindo menos de 5 acumulos de células
mononucleares por 20 campos de analise. O grupo cirurgia simulada apresenta maior
concentracdo de acumulos celulares inflamatérios (Fig.20 D) sendo classificado como
alto (nivel V). Foram encontradas hiperplasia de células de Kupffer e em alguns pontos
pode-se observar claramente areas de necrose e corpos apoptéticos. Os implantes
esplénicos em retroperitbnio (Fig.20 E) e grande omento (Fig.20 F) foram classificados
como acentuado (nivel 1ll). Foi possivel observar mais de 5 acumulos de células
mononucleares espalhados pelo parénquima e alguns perivasculares, porém acumulos
de menor extensdo do que os encontrados no grupo cirurgia simulada. No grupo grande
omento, observou-se algumas areas com hiperplasia de células de Kupffer. Todo o
material foi analisado por um mesmo observador e os campos foram escolhidos de
forma aleatéria considerando os seguintes itens de avaliacdo: (1) a estrutura geral do
orgao, (2) morfologia dos hepatocitos, (3) presenca de acumulos de células

mononucleares intra-parenquimatosas e perivasculares.



o1

FIGURA 20. Fotografia das |laminas de tecido do figado. (A) e (B) Area com infiltrado inflamatério e
necrose central no figado do grupo esplenectomizado (seta). (C) Acimulo intraparenquimatoso de células
mononucleares no figado de um camundongo do grupo esplenectomizado (seta). (D) Acumulo
intraparenquimatoso de células mononucleares no figado de um camundongo do grupo cirurgia
simulada(seta). (E) e (F) Infiltrados inflamatérios dos grupos retroperitbnio e grande omento,
respectivamente (setas).
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5 DISCUSSAQ

O transplante autdbgeno de baco é uma alternativa de preservacao das funcdes
do baco para pacientes onde a esplenectomia é inevitavel (NUNES, et al., 2005). E
conhecido que pacientes esplenectomizados tém 58 vezes mais chances de
desenvolver IFPE (infec¢do fulminante pds-esplenectomia) (MIKO et al., 2001; KING &
SCHUMACKER, 1952). Dois principais fatores sao conhecidos por estarem envolvidos
na patogenia da sepse poés-esplenectomia, fatores celulares principalmente
relacionados a fagocitose e fatores humorais relacionados a producéo de anticorpos. E
aceito que o bacgo possui maior capacidade do que o figado, por grama de tecido, para
a fagocitose de microrganismos, contudo em casos de esplenectomia, a porcdo nao
esplénica do sistema mononuclear fagocitario, que inclui o figado, compensa sua
auséncia (MARQUES & PETROIANU, 2003; CUNHA, 1998). O sistema imune do
figado é distinto de outros sitios, contendo muitos macrofagos residentes e linfocitos
relacionados com a imunidade inata, como células NK (produtoras de IFN-y) Estas
populacBes garantem a vigilancia contra antigenos estranhos (WANG et al., 2005).

A resposta imune inata a bactérias Gram-positivas de persisténcia ou resisténcia
intracelular, como a L. monocytogenes, envolve uma complexa rede de comunicacdes
gue abrange citocinas, mecanismos efetores bactericidas e muditiplos tipos celulares,
como neutrofilos, macréfagos e células NK, todos estes com o objetivo de conter a
disseminagdo bacteriana nos érgdos (BERG et al., 2005). Neste estudo demonstramos
gue 0s animais que possuem baco integro, assim como 0s animais com transplantes
autogenos foram mais susceptiveis a infeccdo por L. monocytogenes, enquanto
animais apenas esplenectomizados, por sua vez, controlaram melhor a infeccdo e
apresentaram um menor namero de CFU no figado, o que revela uma vantagem

imunologica dos animais esplenectomizados.
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Alguns autores jA demonstraram a resisténcia dos esplenectomizados a L.
monocytogenes (SKAMENE & CHAYASIRISOBHON, 1977; CHEERS & MCKENZIE,
1978; SKAMENE, CHAYASIRISOBHON & KONGSHAVN, 1978; PIETRANGELI et al.,
1983; KURANAGA et al., 2005). No entanto, avaliamos pela primeira vez esta infeccao
em animais que sofreram transplante autdgeno de baco em dois sitios de implante
diferentes: retroperitdnio e grande omento. Ambos o0s grupos transplantados exibiram
uma resposta com numero de CFU de L. monocytogenes semelhante ao do grupo
cirurgia simulada, evidenciando que os fragmentos esplénicos se comportam como o
orgao original.

O fato de o baco favorecer a multiplicacédo inicial da L. monocytogenes pode
estar relacionado a uma falha exibida pelos leucécitos esplénicos na producéo inicial de
citocinas do tipo Thl em resposta a infec¢do, enquanto que os leucécitos do figado ndo
apresentariam essa falha (KURANAGA et al.,, 2005). Esta hipotese sugere que a L.
monocytogenes pode explorar o meio ambiente com citocinas Thl insuficientes para
sua eliminacdo do bago, onde ela cresce explosivamente, e ndo no figado, onde sua
eliminacdo é mais efetiva. Foi demonstrado que a L. monocytogenes cresce
exacerbadamente no bagco e se expande para o figado pela veia esplénica
(KURANAGA et al., 2005).

Conlan & North (1992), mostraram que numa infecgcdo endovenosa por L.
monocytogenes, o figado recebe 90% do indculo injetado e o baco recebe os 10%
remanescentes. Desta forma, sugerimos que a esplenectomia pode acarretar ao figado
0 recebimento de maior parte da carga bacteriana inoculada, e este 6rgdo se mostra
mais eficiente no combate a bactéria. Ja foi demonstrado que em animais
esplenectomizados ocorre um recrutamento de células NK para o figado, processo
regulado pela producédo de quimiocinas e pela presenca de células T (WANG et al.,
2005). Desta forma, as células NK do figado participam da regulacdo do ambiente de
citocinas Thl e na diminuicdo da carga bacteriana no estagio inicial da infeccdo o que
nao ocorre no bacgo, por este motivo a multiplicacdo inicial da L. monocytogenes se
apresenta mais alta no baco do que no figado (KURANAGA, et al. 2005).
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Com base nestas informacdes, acreditamos que os animais transplantados por
possuirem apenas fragmentos esplénicos (30% do tecido total) recebam menores
cargas bacterianas no figado do que os animais controle que possuem o baco integro,
pois a area de multiplicagcdo inicial da L. monocytogenes é menor quando se tem um
fragmento esplénico, desta forma, diminuindo o nimero de bactérias que se dirigem

para o figado.

A secrecéo de IFN-y tem um papel importante, tanto na imunidade inata quanto
na adaptativa frente a bactérias intracelulares, aumentando a resposta Thl através da
ativacdo de macréfagos, aumento da expressdo de MHC-I e MHC-Il e promovendo a
inibicdo da proliferacdo de celulas Th2. O IFN-y é produzido por mdultiplos tipos
celulares em resposta a L. monocytogenes, ou a combinacéo de IL-12 e IL-18, incluindo
células NK, NKT, macrofagos, células B, céelulas dendriticas, células Tys, TCD8+ e
TCD4+ do fendtipo Thl (BERG et al., 2005). E evidente que o IFN-y tem um papel
critico na imunidade inata a L. monocytogenes. Experimentos com animais deficientes
em IFN-y ou em seu receptor, mostram grande aumento de mortalidade quando
infectados com doses extremamente baixas de L. monocytogenes. Animais SCID,
mostram maior susceptibilidade a L. monocytogenes quando depletados de IL-12 ou
IFN-y. Animais depletados de IL-12, quando tratados com IFN-y tém a susceptibilidade
revertida, mostrando a importancia da IL-12 para a producéo de IFN-y e sugerindo que
a baixa atividade de macrofagos é o provavel mecanismo de aumento da

susceptibilidade de camundongos deficientes no receptor de IFN-y (BERG, et al., 2005).

Nossos resultados mostram que de fato o aumento do IFN-y contribuiu para o
controle da L. monocytogenes no figado dos animais. Os animais esplenectomizados
mostraram um aumento desta citocina e apresentaram menores cargas bacterianas, no

figado em relacdo aos outros grupos.

Seo e colaboradores(2008), demonstraram que a molécula coestimulatéria B7-
H1 é regulada positivamente em populacdes de células, incluindo CD4+, CD8+, NK e

macrofagos em infec¢gdes com L. monocytogenes. Ao administrar um antagonista desta
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molécula, a producéo de TNF-o € NO € inibida assim como a produgéo de IFN-y pelas
células NK, aumentando a mortalidade dos animais infectados com esta bactéria. Estes
dados evidenciam a importancia de moléculas, como NO e IFN-y para a eliminagéo
intracelular desta bactéria.

O controle efetivo da listeriose requer respostas imunes inatas e adaptativas,
com os principais mediadores da eliminacdo bacteriana sendo neutrofilos e macrofagos.
Citocinas importantes que dirigem a resposta inata sdao o IFN-y (BUCHMEIER &
SCHREIBER, 1985) e o TNF-o(HAVELL, 1989), que promovem ativacdo de
macréfagos e dirigem a producéo de mediadores como intermediarios do oxigénio (ROI)
e do nitrogénio (RNI). Segundo Shiloh e colaboradores (1999), camundongos knockout
para a enzima Oxido nitrico sintase (NOS2) e infectados com L. monocytogenes
apresentam duas vezes mais bactérias no baco do que animais selvagens, isto indica
gue a molécula de NO é importante e tdxica para a bactéria, contribuindo fortemente

para a sua eliminacao.

Este trabalho sugere que a producdo de NO, assim como de IFN-y sé&o
importantes para eliminagcdo da bactéria no figado dos animais. Os animais
esplenectomizados produziram maiores quantidades destas moléculas no figado, o que
pode explicar o maior controle da infeccdo por L. monocytogenes neste grupo. Foi
possivel observar que os grupos com implantes esplénicos produziram quantidades de
IFN-y e NO, no figado semelhantes ao grupo cirurgia simulada.

A producéo de IFN-y na cultura de células esplénicas de animais infectados com
L. monocytogenes e estimuladas com HKL mostra que em 48h de cultura, as células
esplénicas de animais transplantados produzem IFN-y em resposta ao antigeno
especifico de forma semelhante aos animais que possuem o0 baco integro,

independente do sitio de implante utilizado.

Kuranaga e colaboradores (2005), mostraram dados que revelam que na
infec¢gdo com L. monocytogenes o figado produz maiores montantes de IFN-y do que o
baco, mesmo quando os animais sao tratados com IL-18. Estes dados sugerem que a

producéo de IFN-y pelas células esplénicas seja menos eficiente para a contengéo da
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infec¢é@o, do que o IFN-y produzido no figado. Desta forma, podemos confirmar que o
baco ndo é de fundamental importancia para o controle da infeccdo por L.
monocytogenes. Além disso, North (1974), demonstrou que o figado consegue destruir
cerca de 50% da carga bacteriana recebida na infeccdo experimental com L.
monocytogenes (onde o baco, recebe 10% e o figado 90% da carga bacteriana), em
12h de infeccao, como resultado da atividade microbicida dos macréfagos residentes do
figado. Desta forma, acreditamos que o IFN-y seja essencial na ativacédo de macrofagos

para a eliminacdo da L. monocytogenes, principalmente no figado.

Segundo Skamene & Chayasirisobhon (1977), em animais esplenectomizados
ocorre um aumento da atividade de macrofagos, mesmo antes da infeccdo. Wang e
colaboradores (2005), relatam o influxo de células NK para o figado de animais
esplenectomizados. Este influxo de células é dependente da atividade de quimiocinas
no figado, e apos a infeccdo com L. monocytogenes é conhecida a expressdo de MCP-
1, KC, e MIP-2 no figado dos animais (IKEJIMA et al., 2005). Desta forma o influxo de
células mononucleares que é consequéncia da atividade das quimiocinas no figado dos
animais esplenectomizados se relaciona a resisténcia anti-listerial e ao declinio de
microrganismos. Estes dados se confirmam pela andlise histoldégica neste trabalho,
onde o figado dos animais esplenectomizados apresentou maior nimero de acumulos
de células mononucleares que do que os animais controle cirurgia simulada, ou os
animais com transplantes autégenos. A analise histologica mostrou que apdés 3 dias de
infeccéo os animais esplenectomizados possuem mais macrofagos ativados e eficientes
na eliminacdo da L. monocytogenes no figado, apontando para o envolvimento das
células de Kupffer nesta resposta protetora (CONLAN & NORTH, 1992).

O figado dos animais que receberam transplante autégeno de baco, assim como
0s animais do grupo cirurgia simulada, apresentaram menores quantidades de influxos
mononucleares no figado, o que justifica a maior concentracdo de bactérias,
evidenciando que as células mononucleares do figado se relacionam com a destruicédo

da L. monocytogenes e o transplante autdgeno de baco (no retroperiténio ou no grande
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omento) € capaz de manter as funcbes esplénicas de forma semelhante ao Orgéo

original.

A infeccdo com a L. monocytogenes mostra que a importancia do baco é relativa,
pois nesta infeccdo a presenca esplénica é prejudicial. No entanto em outras bactérias,
como Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningitidis,
Haemophilus influenzae, Staphylococcus aureus e Escherichia coli € conhecida a
importancia esplénica na eliminacdo destes microrganismos (HANSEN & SINGER,
2001; SUMARAJU et al., 2001; MARQUES et al., 2002; MARQUES &PETROIANU,
2003; MARQUES, PETROIANU & COELHO, 2003).

Este trabalho mostrou que ao contrario da resposta a L. monocytogenes, apos 72
horas de infec¢cdo com E. coli os animais do grupo cirurgia simulada, e os animais que
receberam implantes de baco, mostraram maior resisténcia a infeccdo em comparacao
ao grupo apenas esplenectomizado que teve maior contagem de bactérias no figado.
De fato, a E. coli € um dos principais agentes causadores de bacteremia apés a
esplenectomia e nossos resultados confirmam a importancia do bago no controle desta
infeccdo (MARQUES et al., 2003; VAN SCHAK etal., 2007).

A E. coli, € uma bactéria extracelular, sujeita a acdo de anticorpos circulantes, e
0 baco € um importante produtor de imunoglobulinas no organismo. Este fato indica a
relevante participacdo esplénica assim como da imunidade humoral quando se trata da
resolucdo desta infeccdo. No entanto a imunidade celular também é de grande
importancia no combate a infeccdo por bactérias. Ambas as respostas, humoral e
celular participam da eliminagcdo da E. coli. A fagocitose bacteriana pode ser
considerada o primeiro passo para a geracao de uma imunidade humoral, uma vez que
0s antigenos apresentados aos linfocitos T induzem ativacao celular e participam da
estimulacdo das células B produtoras de anticorpos. Anticorpos anti-E. coli, podem ser
encontrados na urina, no caso de infeccbes do trato urinario (GILLON et al., 1984;
SIVAN et al., 1982).

Na sepse induzida por E. coli ocorre um aumento na proporcéo de células TCD4+

e TCD8+ a partir do primeiro dia de infec¢do. As células T e suas citocinas, como o IFN-
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y, exibem um papel importante na defesa contra a E. coli. No entanto, ja foi relatado o
papel patogénico das células T nesta infeccdo. Animais deficientes em células T exibem
uma diminui¢do na severidade da doenga e camundongos deficientes em IFN-y tambéem
apresentam queda nos sintomas de sepse e exibe reduzida ativacdo de células T,
relacionando o papel patogénico das células T com a citocina inflamatéria IFN-y (VAN
SCHAK et al., 2007). No entanto, o tratamento in vivo com IFN-y recombinante em
galinhas com infeccdo pulmonar induzida por E. coli, aprimora a resposta imune, com
aumento no numero de fagdlcitos no pulmdo e sangue dos animais infectados
(JANARDHANA et al., 2007).

As células NK também participam da resposta contra E. coli produzindo IFN-y em
resposta ao LPS. Estas células sdo conhecidas por ser uma ponte entre imunidade
inata e adaptativa. O IFN-y produzido pelas células NK, € dependente da inducéo pelo
LPS, mas também ocorre pela acdo das citocinas IL-18 e IL-12. Animais que possuem
deficiéncia nas células NK falham em ativar as células da imunidade inata em resposta
ao LPS. As células NK além de fazer a ligacado entre imunidade inata e adaptativa
atuam como um passo inicial amplificador na resposta imune inata, e essa acéo rapida
e completa depende da producéo inicial de IFN-y pelas células NK (NAGARAJAN &
KRONENBERG, 2007).

Em nosso trabalho, os niveis de IFN-y no figado dos animais esplenectomizados e
infectados com E. coli foram altos, neste grupo também se encontrou a maior carga
bacteriana. No entanto, nos grupos que possuiam tecido esplénico, grupo cirurgia
simulada, e grupos com transplantes autbgenos no retroperitbnio e grande omento, a
producéo de IFN-y no figado foi menor, assim como a carga bacteriana, evidenciando
que o baco exerce uma influencia importante no controle desta infeccdo. Sugerimos
também que o controle desta infeccdo acontece por um mecanismo ndo restrito
somente a produgdo de IFN-y pelas células do figado. Esta citocina ndo parece estar
envolvida diretamente ou suficientemente na diminuicdo da carga bacteriana apds 72h
de infeccdo, neste caso propomos que a imunidade humoral do baco atue

decisivamente na eliminacao da E. coli.
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Segundo Hopkins e colaboradores (1998), o0 numero de anticorpos no baco de
animais infectados com E. coli ttm uma correlagdo positiva com a infecgdo nos 6rgaos,
reforcando a importancia dos anticorpos esplénicos na eliminacao bacteriana. Cooney e
colaboradores (1979), afirmam que mesmo que haja uma compensa¢do imunoldgica
pelo figado nos animais esplenectomizados, esta € prejudicada com relacao a producéo
de anticorpos. Nossos dados confirmam que animais esplenectomizados possuem
baixos niveis de IgM no soro, enquanto os transplantes autdgenos nos dois sitios
estudados revertem esses niveis. Os animais esplenectomizados exibem uma falha em
controlar a infec¢éo por E. coli, mesmo quando os niveis de IFN-y e NO no figado séo
altos. A este fato atribuimos a importante participacdo da imunidade humoral.

Fagocitos ativados produzem o6xido nitrico, uma citotoxina conhecidamente
presente na imunidade inata e ativa contra patdbgenos invasores. Alguns deles, como a
E. coli, desenvolveram mecanismos para a detoxificacgdo de NO e desta forma
aumentam sua sobrevivéncia em ambientes oxigenados, micro-oxigenados, ou
andxicos, que podem ser encontrados em seus hospedeiros (WONDEREN, et al.,
2008).

Neste trabalho mostramos que animais esplenectomizados produziram maiores
montantes de NO no figado apés infeccdo por E. coli. Porém, o figado deste grupo
possui maior numero de unidades formadoras de colbnias bacterianas quando se
compara com os demais grupos. Este dado sugere que a participacao do 6xido nitrico
produzido pelas ceélulas do figado nesta infeccéo é relativa, assim como o IFN-y néo
pode ser considerado 0 mecanismo mais efetivo na eliminagéo da E. coli. Este aumento
de IFN-y e NO, também pode ser visto como um indicativo de sepse, principalmente
no grupo esplenectomizado com maior quantidade de bactérias no figado. Os animais
do grupo cirurgia simulada e os grupos que sofreram implantes autogenos esplénicos
mostraram um menor numero de unidades formadoras de col6nias bacterianas no
figado, e também menores montantes de NO e IFN-y, ressaltando novamente a

importancia da presenca de tecido esplénico nesta infeccéo.
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A andlise histologica do tecido do figado demonstrou que o0s animais
esplenectomizados ndo apresentam grandes concentracdes de células mononucleares,
e apresentam algumas areas de necrose tecidual, relacionando com a presenca de
maior niumero de bactérias. Os demais grupos, retroperitdnio, cirurgia simulada, e
grande omento, apresentaram mais acumulos de células mononucleares, que podem
estar relacionadas com maior eficiéncia no combate a E. coli.

As células esplénicas dos animais infectados com E. coli e estimuladas com
HKE, ndo mostram diferencas significantes na producédo de IFN-y entre os grupos
cirurgia simulada, retroperitdnio e grande omento. Esta semelhanca na producdo de
IFN-y entre os grupos mostra que os implantes esplénicos, tanto em retroperitdnio

guanto em grande omento se comportam de maneira semelhante ao baco integro,
reforcando que o tecido esplénico é importante na eliminacdo desta bactéria
contribuindo na producédo de citocinas.

O figado mostrou ter um papel marcante nestas infec¢gfes, principalmente nos
animais esplenectomizados. A atuacéo deste o6rgao é fundamental para a eliminacédo da
L. monocytogens em parte atraveés da produgéo de NO e IFN-y. Na infecgdo com E. coli,
estas moléculas podem também ter uma atuag¢éo importante, porém ndo parecem ser o
mecanismo que auxilia mais fortemente no controle da infeccéo, tendo a imunidade
humoral aparentemente um papel mais relevante. Desta forma, sugerimos que o figado
dos animais esplenectomizados se mostra mais efetivo no controle da infeccdo com L.
monocytogenes do que na infeccdo com E. coli, através de um mecanismo que envolve
principalmente a ativacdo de imunidade celular.

Este trabalho mostrou que a realizacdo do implante autégeno de baco é capaz
de recuperar as funcdes deste 6rgao, relacionadas a resisténcia ou susceptibilidade a

infeccdo, envolvendo a ativacao de resposta imune humoral e celular.
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6 CONCLUSAO

- O transplante autdbgeno de baco é capaz de preservar as fungdes do érgao
original relacionadas ao controle de infeccbes por L. monocytogenes e E. coli,
independente do sitio de implante utilizado (retroperitbnio ou grande omento).

- Na infeccdo com L. monocytogenes, o transplante autdgeno de baco reverte as
caracteristicas da esplenectomia, tornando os animais mais susceptiveis, sendo o IFN-y
e o NO importantes na remissao bacteriana no figado.

- Na infeccdo com E. coli, o transplante autdgeno de baco , da mesma maneira,
reverte as caracteristicas da esplenectomia, no entanto torna 0s animais mais
resistentes a infeccéo. O IFN-y e o NO participam do controle da infecgéo, porém a
imunidade humoral, com producdo de IgM é aparentemente mais importante na
diminuicdo da carga bacteriana, no figado.

- O figado é um 6rgédo que participa do controle de infec¢des sistémicas, sendo
mais importante no combate a infeccdo por L. monocytogenes do que no controle da
infeccéo por E. coli.

- A analise histoldgica revelou que o figado dos animais esplenectomizados
infectados por L. monocytogenes consegue montar uma resposta imune com maiores
ndmeros de células mononucleares inflamatérias no combate a bactéria. Por outro
lado, o figado dos animais esplenectomizados e infectados com E .coli ndo é capaz de
montar uma resposta imune satisfatoria, sendo os animais esplenectomizados mais
susceptiveis a infecgdo com E. coli, exibindo menor nimero de células mononucleares
inflamatorias, e areas de necrose tecidual. Os animais com implantes autégenos de
baco, em ambas as infec¢bes apresentaram semelhancas no tecido do figado com o

grupo que possui baco integro.
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