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RESUMO 

 

A importância da preservação esplênica pela técnica do implante autógeno de tecido 

esplênico ou autotransplante esplênico é justificada pela alta incidência de infecção 

fulminante após esplenectomia (IFPE). Aproximadamente 80% dos casos relatados 

de IFPE, são causados pelo Streptococcus pneumoniae, também denominado 

pneumococo, é um coco Gram-positivo que tem como habitat a nasofaringe de seres 

humanos e é considerado o principal causador de otites media, meningite e 

pneumonia. Neste estudo buscamos investigar a capacidade de animais submetidos 

a esplenectomia e ao implante autógeno de baço em responder à infecção por S. 

pneumoniae. Foi avaliado a imunidade humoral e celular em camundongos BALB/c 

divididos em três grupos: Autotransplantado (AT), Esplenectomizado (SP) e Controle 

Sham (CT). A contagem do número de unidades formadoras de colônia (UFC) no 

fígado e nos pulmões mostrou que os camundongos do grupo SP apresentaram 

maior número de bactérias em ambos os órgãos além de uma resposta imune 

humoral insatisfatória, sendo identificado os menores níveis séricos de IgM, IgG1 e 

IgG2a anti- S. pneumoniae nesse grupo. A presença do fragmento esplênico induz a 

produção de IL-17A e o recrutamento de neutrófilos no fígado e nos pulmões dos 

camundongos autotransplantados, porém os camundongos esplenectomizados 

apresentavam os menores níveis de IL-17 A. Esses dados podem ser relacionados o 

UFC nos pulmões e fígado dos animais. Os resultados obtidos sugerem que o 

implante autógeno de baço restaura a capacidade de camundongos 

esplenectomizados de combater a infecção por S. pneumoniae. 

Palavras-chave: Baço. Esplenectomia. Implante esplênico autógeno Streptococcus 

pneumoniae. 



 

 

 

 

  ABSTRACT 

 

The importance of the technique of autogenous implant of splenic tissue or splenic 

autotransplant is justified by the high incidence of overwhelming postsplenectomy 

infection (OPSI). Approximately 80 % of the reported cases of OPSI, are caused by 

Streptococcus pneumoniae, also called pneumococcus, which is a Gram-positive 

coccus having the human nasopharynx as habitat and considered the principal cause 

of otitis media, meningitis and pneumonia. In this study we investigate the capacity of 

animals having undergone splenectomy and autogenous implant of spleen for 

responding to infection by S. pneumoniae. Humoral and cellular immunity were 

evaluated in BALB/c mice divided into three groups: Autotransplanted (AT), 

Splenectomized (SP) and Sham (CT). The count of the number of colony forming 

units (CFU) in the liver and in the lungs showed that the mice of the SP group 

presented a greater number of bacteria in both organs aside from lower serum levels 

of IgM, IgG1 and IgG2a anti - S. pneumoniae. The presence of splenic fragment 

induces the production of IL-17A and the recruitment of neutrophils to the liver and 

lungs of the autotransplanted mice, however the splenectomized mice presented the 

lowest levels of IL-17A. These data can be related to the CFU in the lungs and liver 

of the animals. The results obtained suggest that the autogenous implant of spleen 

restores the splenectomized mouse's capacity for fighting infection with S. 

pneumoniae. 

Keywords: Spleen. Splenectomy. Autogenous splenic implant. Streptococcus 

pneumoniae. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 O Baço – História 

 

Durante séculos, muitos mitos criados em torno da presença do baço no 

organismo dificultaram a busca de maiores conhecimentos sobre este órgão. Porém, 

em agosto de 1952, King e Shumacker publicaram no “Annals of Surgery” seu 

clássico trabalho “Susceptibilidade a infecções após esplenectomias” – despertando 

a atenção médica à coincidência, clinicamente detectada, entre a maior 

patogenicidade de algumas bactérias e a ausência do baço. Este estudo estimulou 

muitas investigações sobre o baço visando responder controvérsias científicas e 

culturais que se estendiam por mais de 2000 anos (CHRISTO, 2001).  

Aristóteles (384-322 a.C.) considerava o baço um órgão equivalente ao fígado 

quanto à simetria, para Galeno (131 a.C.), o órgão seria responsável pela “cocção” 

da bile negra.   A hipótese de que o baço integraria o sistema digestório, persistiu 

até o século XVI, quando Vesalius (1531) – por meio de suas dissecções contestou-

a definitivamente. O baço permaneceu um órgão sem função no organismo, já que o 

próprio Vesalius fora incapaz de definir seu papel (CHRISTO, 2001). 

No século XVII foram efetuadas notáveis descobertas no campo da anatomia 

e da fisiologia esplênica. Em 1654, Francis Glisson foi o primeiro a descrever a 

distribuição de nervos que supriam o baço e o tecido conectivo trabecular que 

permeava o órgão. Marcello Malpighi, fundador da anatomia microscópica, 

interpretou corretamente a natureza do tecido conectivo dessa trabécula (GRAY, 

1854; CROSBY, 1983; WILKINS, 2002). 

         Nesses mais de 20 séculos de folclore e estudos acadêmicos sobre o baço e 

sobre a sua cirurgia, em que mitos, tradições, eventos históricos e controvérsias 

científicas se misturam, só restou um consenso universalmente aceito – o baço 

poderia ser removido sem aparentes desvantagens para o organismo (CHRISTO, 

2001). 
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1.2  O baço e o sistema imune 

 

O sistema Imune é constituído por células, tecidos, órgãos linfóides primários 

(timo e medula óssea), responsáveis pelo amadurecimento dos linfócitos, e órgãos 

linfóides secundários (baço, linfonodos, apêndice, placas de peyer e tonsilas) que 

são os principais locais de resposta a antígenos e também onde ocorre a 

multiplicação e a ativação dos linfócitos (SHORTMAN e NAIK, 2007). 

O baço é o maior órgão linfóide secundário do corpo humano, é maciço, muito 

vascularizado e está situado à esquerda do abdome, abaixo do diafragma. É suprido 

por uma única artéria esplênica que se divide e posteriormente perfura a cápsula na 

região do hilo e permanece cercada por trabéculas fibrosas para sua sustentação e 

proteção. O baço apresenta um fluxo sangüíneo de aproximadamente 200-300 

ml/min para cada 100 a 150 gramas do órgão. O sangue passa através da polpa 

vermelha esplênica, uma espécie de filtro envolvido na remoção de partículas e 

eritrócitos senescentes ou danificados. Um papel fundamental exercido pelos 

macrófagos da polpa vermelha, assim como os macrófagos do fígado, é a fagocitose 

de eritrócitos e também a reciclagem do ferro. E ainda, a polpa vermelha esplênica é 

o principal sítio de fagocitose de microrganismos recobertos de anticorpos 

(opsonizados), como as bactérias encapsuladas (ALTAMURA, 2001; KNUTSON e 

WESSLING-RESNICK, 2003).  

O sangue também atravessa a polpa branca que se divide em zonas de 

células T e B. Tanto as artérias centrais quanto as arteríolas possuem uma bainha 

concêntrica de linfócitos T, conhecida como bainha linfóide periarteriolar (periarterial 

lymphatic sheaths – PALS) (TIMENS, 1991; LIU, 1997; LODER et al., 1999). Estas 

PALS são zonas de células T no baço que aparecem circundadas, como numa 

coroa, por folículos linfóides contendo linfócitos B. Outra importante área é a zona 

marginal, que se localiza mais externamente, circundando toda a estrutura. A zona 

marginal parece ser um sítio primário de entrada de células B e T para um eventual 

encontro com os antígenos trazidos por meio da circulação. SIGNR1 é um receptor 

específico presente nesta região e, juntamente com receptores do tipo toll, 

reconhecem padrões moleculares associados a patógenos (pathogen-associated 

molecular  patterns – PAMPs) que funcionam como antígenos (CLAASSEN, 1986; 

LIU, 1988; TIMENS, 1991). Além disso, na zona marginal, células B de memória 
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podem ser encontradas após resposta imune primária (ALTAMURA, 2001). Estas 

células B se apresentam como um subtipo bastante peculiar, geralmente elas não 

circulam e têm fenótipo IgM+/IgD- que é diferente àquele apresentado pelas células 

B foliculares que são IgM+/IgD+. Uma região de macrófagos separa a zona marginal 

das bainhas linfóides periarteriolares e dos folículos (KALINSKI, 2000; SPÖRRI e 

REIS E SOUSA, 2005; CESTA, 2006; PULENDRAN, 2008). 

Os sinusóides da polpa vermelha terminam em vênulas que drenam para a veia 

esplênica, que transporta o sangue do baço para a circulação porta. O papel do 

baço na defesa imunológica, se relaciona ainda com a produção de IgM e tuftsina, 

sendo esta uma opsonina que exarceba as propriedades bactericidas e fagocíticas 

dos neutrófilos. O baço é também uma fonte importante de properdina, um 

componente vital da via alternativa de ativação do complemento. Além disso, ele 

abriga a maior concentração de células do sistema imune (NUNES, 1994).   

  

1.3  Esplenectomia total 

 

Acreditou-se, durante muito tempo, que a remoção do baço não propiciaria 

conseqüências danosas aos pacientes. Quando ocorriam lacerações esplênicas - 

ainda que mínimas, decorrentes de trauma abdominal ou de manipulações cirúrgicas 

na parte superior do abdome, era comum a realização da esplenectomia total 

(MANLEY e MARINE, 1917; BILLIAR et al., 1988; HEBERT, 1989; HOLDSWORTH, 

1991). A esplenectomia era também indicada com finalidade diagnóstica, para 

estadiamento de enfermidades malignas como leucemias e linfomas e terapêutica 

para outras enfermidades como anemia, trombocitopenia e hipertensão porta 

(CUNHA, 1998; LYNCH, 1996; PETROIANU, 1997; ROSE et al., 2000; CHERIF, 

2006). Nos últimos anos, as indicações para esplenectomia vem nitidamente 

decrescendo, principalmente daquelas relacionadas ao trauma e a enfermidades 

hematológicas ou malignas. Tal fato deve-se ao reconhecimento da potencialidade 

de ocorrência da infecção fulminante pós esplenectomia (IFPE), ao desenvolvimento 

de métodos de diagnóstico por imagem que possibilitam segurança no tratamento 

conservador e de novas alternativas terapêuticas para algumas enfermidades 

(HANSEN e SINGER, 1984; MOORE et al., 1984; ROSE et al., 2000; STYRT, 1996; 

SUMARAJU, 2001; MARQUES e PETROIANU, 2003; CADILI e DE GARA, 2008). 
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Além disso, são descritas diversas alterações que ocorrem após esse procedimento, 

principalmente no sistema imunológico, como queda da atividade fagocítica a 

antígenos, diminuição dos níveis séricos de IgM e aumento da atividade de auto-

anticorpos (IZBICKI et al., 1989; TORRES et al., 1994). 

 

1.4  Infecção fulminante pós-esplenectomia (IFPE) 

 

O primeiro caso de infecção pós-esplenectomia foi publicado em 1919, por Morris & 

Bullock. Entretanto, este assunto só alcançou projeção quando em 1952, King & 

Schumacker observaram sepse em cinco neonatos após esplenectomia.  

Diamond, em 1969, chamou a atenção para o que denominou de infecção 

fulminante pós-esplenectomia (IFPE), condição clínica distinta de outras sepses ou 

bacteremias, presentes em indivíduos com baço preservado, alertando para os 

riscos da asplenia. Mesmo desconhecendo sua etiologia, propôs que essa doença 

estava relacionada à eliminação do papel de filtro fagocitário bacteriano e perda da 

produção específica de anticorpos. Em 1973, Singer, mostrou que o risco de 

desenvolvimento da IFPE era muito maior que o imaginado previamente. Em 2.795 

pacientes submetidos à esplenectomia total, a freqüência de sepse variou entre 4% 

e 25%, com mortalidade de acordo com a indicação cirúrgica entre 2% e 52%. 

A sepse fulminante pós esplenectomia total, é atualmente uma condição 

clínica muito bem conhecida. Em geral, o quadro clínico típico é de um início rápido 

de febre associado com náuseas e vômitos, seguido de uma pequena infecção 

respiratória. Ela progride rapidamente para sepse fulminante, associada à 

coagulação intra-vascular disseminada e insuficiência adrenal. Embora metade dos 

casos de IFPE ocorra dentro de um ano após esplenectomia, a síndrome tem sido 

relatada até 42 anos após o procedimento cirúrgico (MOORE, 1991; WAGHORN, 

2001). As crianças apresentam maior possibilidade de desenvolvimento de IFPE 

fatal, devido ao predomínio esplênico na fagocitose de microrganismos durante os 

primeiros anos de vida. Enquanto todos os demais compartimentos celulares 

esplênicos completam sua maturação precocemente, a zona marginal mostra 

diferenças estruturais essenciais, comparada aos adultos, como a ausência de 

expressão de CD21 e alto percentual de células co-expressando IgM e IgD. Essa 

estrutura esplênica encontra-se especificamente envolvida na resposta imune a 
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antígenos polissacarídeos que compõem a cápsula de bactérias como no 

pneumococo.  (LYNCH e KAPILA, 1996). 

Organismos encapsulados estão freqüentemente envolvidos nas sepses em 

pacientes que sofreram esplenectomia total. Streptococcus pneumoniae é o agente 

etiológico em aproximadamente 80% dos casos, mas também bactérias Gram-

negativo (Salmonella e Escherichia coli) estão envolvidas no desenvolvimento de 

infecções fatais em pacientes esplenectomizados (ALTAMURA, 2001). Em 1991, 

Holdsworth et al, relataram que 50% desses casos são causados por Streptococcus 

pneumoniae e 25% por Haemophilus influenza, Neisseria meningitis, e 

Streptococcus pyogenes. Chapman e Newman em 1998, em um trabalho similar, 

relatam que os microrganismos responsáveis pela IFPE são geralmente bactérias 

encapsuladas e 48% destas bactérias são pneumococo. 

A susceptibilidade de pacientes esplenectomizados aos microorganismos 

encapsulados está associada com a eliminação destas bactérias pelo baço. O 

sistema fagocitário mononuclear do baço parece ser eficaz, pois, produz IgM e  

opsoninas, protegendo assim o hospedeiro contra estes  microorganismos (QUIE et 

al., 2000; KURANAGA, 2006).  

O risco elevado de sepse em infecções fulminantes pós-esplenectomia 

aumentou a importância de métodos conservadores na cirurgia esplênica 

(WAGHORN, 2001). 

 

1.5   Esplenectomia parcial 

Atualmente, existem diversas técnicas operatórias visando a preservação total 

ou parcial do baço, porém, ainda é controversa a massa de tecido esplênico a ser 

conservada (DE BOER, 1972; PEITZMAN, 2001). Van wyck e colaboradores (2005) 

demonstraram a importância da quantidade de tecido esplênico preservada na 

esplenectomia parcial em ratos infectados com pneumococos via endovenosa. Os 

animais foram submetidos a graus diversos de esplenectomia parcial, esplenectomia 

total e operação simulada (sham), para avaliar se a quantidade de tecido esplênico 

deixado influenciaria na resposta ao pneumococo. Os resultados mostraram que 

animais com resíduos de tecido esplênico maiores (300 mg) apresentaram proteção 

contra a infecção por pneumococo, em níveis comparados àqueles observados nos 

animais controle que tiveram operação simulada (grupo “sham”). Porém, animais 
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que possuíam resíduos de massa esplênica menores (100 mg) não apresentaram 

proteção. Bradshaw e Thomas (1982) em um trabalho similar, verificaram a 

existência de uma correlação direta entre a massa de tecido esplênico conservada 

(25%, 50% ou 75%) e a dose letal média de pneumococo. Além disso, observaram 

que abaixo do patamar crítico de 25%, não ocorreu uma resposta imune satisfatória. 

           Em estudos clínicos, a esplenectomia parcial apresentou vantagens em 

relação à esplenectomia total no que diz respeito à preservação das funções 

esplênicas. Petroianu e colaboradores (2003) após vários estudos, propuseram um 

modelo de esplenectomia parcial para hipertensão porta, com preservação do pólo 

superior do baço. E, com uma experiência superior a 230 operações, ainda não 

foram registradas complicações decorrentes deste procedimento. 

 

1.6  Implante autógeno de baço 

 

O baço é o órgão mais lesado em traumatismo abdominal fechado e também 

susceptível a vários tipos de incidentes iatrogênicos, principalmente em intervenções 

no estômago, cólon e pâncreas (BUNTAIM e GOLD, 1985; PISTER e PATCHER, 

1994; ABRANTES et al., 2002). Sabe-se, desde o final do século XIX, que o baço 

apresenta capacidade de regeneração. Griffini e Tizzoni, em 1883, foram os 

primeiros a mostrar áreas de regeneração esplênica espontânea no peritônio de 

cães submetidos a esplenectomia total. Poucos anos mais tarde, esse fato foi 

observado em humanos por Albrecht (1896), que notou a presença de múltiplos 

nódulos esplênicos na cavidade peritoneal e os denominou como baços acessórios 

múltiplos. Schilling, em 1907, encontrou nódulos similares em necropsia e também 

acreditou tratar-se de baços acessórios. Em 1910, von Kuttner foi o primeiro a 

chamar a atenção para a presença de múltiplos nódulos esplênicos encontrados em 

um paciente de 4 anos com trauma penetrante no abdome que resultou em ruptura 

do baço. Falt, em 1911, e von Stubenrauch, em 1912, relataram condições similares 

após trauma abdominal severo. Em 1939, Buchbinder e Lipkoff sugeriram a 

denominação de esplenose para o tecido esplênico regenerado espontaneamente 

dentro da cavidade abdominal, após trauma do baço. Em 1978, Pearson verificou a 

presença de função esplênica em crianças com esplenose, após esplenectomias por 

trauma. Por meio de cintilografia, esses autores constataram que havia tecido 
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esplênico residual regenerado em 26% a 64% desses pacientes e, nesses casos, 

não foram encontrados corpúsculos de Howell-Jolly ou hemácias senescentes no 

sangue periférico, como usualmente ocorre em pacientes asplênicos. 

Baseado na esplenose surgiu a idéia de implantar seguimentos do baço em 

diferentes locais do abdômen - implante autógeno de baço (CALDER, 1939). Manley 

e Marine (1917) foram pioneiros no estudo da regeneração de tecido esplênico 

autotransplantado. Esses autores mostraram que auto-implantes esplênicos no 

tecido subcutâneo da parede abdominal, em coelhos, resultaram em neobaços com 

características morfológicas mantidas, como a presença de cápsula, trabécula e 

polpas branca e vermelha. Von Stubenrauch (1912) realizou implante autógeno de 

fragmentos esplênicos na cavidade abdominal de cães e verificou viabilidade desse 

tecido, 1 a 3 meses após a implantação.  

Estudos cintilográficos evidenciaram a presença de tecido captante em 

fragmentos autotransplantados e também a análise histopatológica indicou que a 

arquitetura do autoenxerto é semelhante ao baço normal (COONEY, 1979; SHARMA 

et al., 1996; GÓMEZ, 2000; MIKÓ et al., 2001; RESENDE, 2003; MIKÓ et al., 2007).  

Com base nos achados clinicopatológicos da regeneração de implantes 

esplênicos, o auto-implante esplênico heterotópico passou a ser considerado como 

opção na tentativa de preservar as funções do baço, nos casos em que fosse 

inevitável a sua retirada (RESENDE, 2001).  

 A maioria dos estudos realizados com o objetivo de comprovar uma resposta 

imune satisfatória após imunização ou infecção em animais esplenectomizados e 

autotransplantados utilizou como critério a dosagem sanguínea de  IgM, IgG,  

contagem de linfócitos T, Tuftsina, Properdina, CD4, CD8 e resistência à infecções 

(LEEMANS 1996, LEEMANS 1999, RESENDE 2001, WESTERMAN 1990). Estudos 

experimentais que provam a eficácia da utilização do implante autógeno de tecido 

esplênico em proteger contra infecção existem na literatura desde a década de trinta. 

Perla e Marmorston-Gottesman, em 1930, observaram em ratos, que o auto-implante 

esplênico fornece proteção contra a infecção por Bartonella muris, usualmente fatal 

após esplenectomia em humanos. Likhite, em 1978, relatou que camundongos 

esplenectomizados e posteriormente infectados com Streptococcus pneumoniae tipo 

III estariam protegidos da sepse fulminante pós-esplenectomia se fosse realizado o 

implante autógeno de baço, devido à manutenção dos níveis de anticorpos 
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opsonizantes. Mais recentemente, Teixeira e colaboradores (2008), mostraram a 

importância da técnica do implante autógeno de baço na restauração das funções 

imunológicas em camundongos esplenectomizados frente à infecção por 

Staphylococcus aureus.  

O implante autógeno de tecido esplênico é, portanto, uma alternativa para os 

casos onde a esplenectomia total é inevitável. Esta técnica demonstrou ser menos 

efetiva em preservar a função esplênica, quando comparado à esplenectomia 

parcial, mas, indubitavelmente, apresenta grande valor em relação à esplenectomia 

total, conforme os diversos estudos que demonstraram a viabilidade do implante, a 

manutenção do padrão histológico e a funcionalidade do tecido autógeno implantado 

(LEEMANS et al., 1999; NUNES et al., 2005; PETROIANU e PETROIANU, 2005; 

MIKÓ et al., 2007).  

 

1.7  Sítios de implante 

 

É ainda um assunto controverso se a viabilidade e a capacidade de 

regeneração dos implantes estão associadas não apenas a massa de tecido 

preservada, mas também ao local escolhido para sua implantação (KARAGÜLLE, 

2007). 

Após o período inicial de necrose, o implante esplênico autógeno é capaz de 

regenerar-se, mas para manutenção de sua função alguns autores acreditam que a 

drenagem sanguínea deve ser mantida para o sistema porta. Em local adequado, os 

implantes formam neobaços, circundados por fina cápsula fibrosa, que contêm 

polpas vermelha e branca, com a estrutura de suprimento sangüíneo similar à do 

órgão íntegro (RESENDE, 2001; NUNES et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2008). 

A capacidade do implante autógeno de tecido esplênico, em proteger animais 

esplenectomizados e infectados do possível desenvolvimento de sepse depende do 

sítio de implante. Animais que tiveram a região subcutânea como sítio não 

apresentaram índices de mortalidade diferentes, quando comparados a ratos 

esplenectomizados em resposta ao desafio por Streptococcus. Todavia, quando o 

sítio de implante utilizado foi a região intraperitoneal, ocorreu uma redução 

significativa na mortalidade com relação aos animais esplenectomizados, 
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alcançando uma proteção similar àquela observada nos animais controle 

(LIVINGSTON et al., 1983).  

O implante autógeno de tecido esplênico tem sido realizado em vários sítios, 

incluindo a região subcutânea, o retroperitônio, o músculo reto do abdômen e o 

grande omento, sendo este último o mais utilizado, embora apresente eventuais 

complicações, tais como casos de torção do implante, anemia e abcesso, devido à 

necrose do tecido implantado (LIAUNIGG, 1992; ANDO et al., 1997). Trabalhos 

demonstraram que no implante em retroperitônio os padrões histológicos e a 

aceitação do enxerto não diferem com relação ao grande omento, e a sua facilidade 

técnica e os menores riscos de complicações podem ser determinantes na escolha 

deste local para o autotransplante (NUNES et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2008).  

Desse modo, a localização dos fragmentos esplênicos parece ser importante 

no processo do autotransplante. Com base nos dados acima, neste trabalho o 

implante autógeno de baço foi realizado no retroperitônio de camundongos Balb/c. 

 

1.8  O Streptococcus pneumoniae 

 

O Streptococcus pneumoniae, também denominado pneumococo, é um coco 

Gram-positivo oval ou esférico, encapsulado, com 0,125 a 0,5 µm (Fig. 1). Em meios 

líquidos, apresenta-se aos pares ou em curtas cadeias, são imóveis e não formam 

esporos. Anaeróbios facultativos, seu crescimento ocorre em meios de cultura 

contendo ágar e suplementados com sangue de carneiro a 5%, no qual apresenta 

padrão alfa-hemolítico. É solúvel em sais biliares, podendo ser essa característica 

identificada como peculiar à espécie (SCHUTZE et al., 2002).  

Streptococcus pneumoniae tem como habitat a nasofaringe de seres 

humanos. Animais ou objetos inanimados podem abrigar esse organismo, entretanto 

não são considerados reservatórios principais. A transmissão ocorre diretamente, 

pessoa a pessoa, mas não é necessário o contato com indivíduos que apresentem 

sintomas clínicos, pois muitos abrigam o microrganismo sem apresentar 

sintomatologia (MANDEL, 1999; SCHAECHTER, 1999). 
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Figura 1 – Morfologia do Streptococcus pneumoniae. A. Streptococcus pneumoniae no arranjo 
diplococo. B. S. pneumoniae no arranjo em cadeia.  
Retirado de: www.unituebingen.de/modeling/images/strep.gif 

 

O Streptococcus pneumoniae é o principal causador de otites media, 

meningite e pneumonia. Infecções causadas por pneumococos podem ocorrer em 

qualquer idade, sendo mais freqüentes em crianças, pessoas idosas e pacientes 

imunocomprometidos (NEELEMAN, et al., 1999). Há um risco aumentado da 

infecção com pneumococos após esplenectomia (STYRT, 1990; SHINEFIELD, 1966; 

SCHUTZE et al., 2002). 

Em infecções pneumocócicas humanas, 90 sorotipos de S. pneumoniae foram 

identificados baseando-se em diferenças na composição dos polissacarídeos 

capsulares. Atualmente 23 sorotipos causam 90% dos casos de pneumonia. Esta 

seletividade pode ser relacionada às diferenças na habilidade das cepas 

colonizarem e invadir os hospedeiros, mas, uma vez que a infecção é estabelecida, 

o significado clínico total de uma linhagem é também o resultado de sua habilidade 

em induzir a doença severa. (GORDON e HOSTETTER, 1986). 

 O sorotipo 3 (ATCC 6303), é um dos mais comuns, vem sendo isolado nos 

últimos 50 anos e é reconhecidamente resistente à fagocitose e ainda, 

potencialmente imunogênico (GORDON e HOSTETTER, 1986; GORDON, 1986).  
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1.9  Resposta imune ao Streptococcus pneumoniae 

 

Diversas substâncias estão envolvidas no mecanismo molecular pelo qual o 

S. pneumoniae invade, causa danos e, algumas vezes, leva a óbito o hospedeiro. A 

cápsula é o principal fator de virulência, embora existam outros antígenos que 

parecem desempenhar papéis de importância na patogênese desse agente. 

Pneumolisina, neuroamidases, autolisinas, hialuronidase e adesina de superfície A, 

são algumas substâncias que estão sendo estudadas para o melhor entendimento 

do mecanismo pelo qual o S. pneumoniae provoca infecção, e também para o 

desenvolvimento de vacinas que promovam proteção sorotipo-independente 

(SCHAECHTER, 1999; HIRST, 2004). 

O pneumococo é o protótipo do patógeno extracelular cuja virulência está 

relacionada aos polissacarídeos capsulares que impedem a fagocitose. Para a 

efetivação do mecanismo de fagocitose desta bactéria há necessidade de 

opsonização, que se faz por anticorpos específicos aos polissacarídeos capsulares e 

por componentes de ativação das proteínas do sistema complemento, sendo os 

anticorpos específicos considerados fundamentais neste processo. Durante uma 

resposta de anticorpos, há produção de diferentes classes de imunoglobulinas . A 

resposta humoral primária é breve e tem o predomínio de IgM, responsável pela 

opsonização de bactérias encapsuladas, como o S. pneumoniae e ativação da via 

clássica do complemento, enquanto as respostas secundárias são mais prolongadas 

e com predomínio de IgG contribuindo também para ativação da via clássica do 

complemento. Com a reexposição ao antígeno ocorre produção de anticorpos de 

afinidade mais alta (ALTAMURA, 2001; SAELAND et al., 2003; YUSTE, 2005). 

O início de uma resposta imune mediada por anticorpos se dá pelo 

reconhecimento antigênico através da apresentação do antígeno, por células 

apresentadoras de antígeno (APC) aos linfócitos T. A interação do antígeno 

associado à molécula do complexo principal de histocompatibilidade com o receptor 

de linfócito T é responsável pela especificidade da resposta. Depois de 

sensibilizados, os linfócitos T proliferam e amplificam a resposta imune, pela 

liberação de citocinas, capazes de induzir os linfócitos B a produzirem anticorpos 

específicos. Portanto, um aumento adequado do nível de anticorpos após a 

provocação antigênica depende da integridade funcional das APCs, dos linfócitos T 
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regulatórios, da comunicação intercelular promovida pelas citocinas e moléculas de 

adesão, e da capacidade de produção de anticorpos antígeno-específicos pelos 

linfócitos B  (ALONSODEVELASCO, 1995).  

Classicamente, a produção de anticorpos contra antígenos protéicos é 

precoce em relação à produção frente a antígenos polissacarídeos, que ocorre mais 

tardiamente. Os polissacarídeos, principais imunógenos das bactérias 

encapsuladas, são considerados antígenos timo-independentes (TI), ao contrário 

dos antígenos protéicos, constituintes da maioria dos vírus e dos toxóides tetânico e 

diftérico, que se comportam como timo-dependentes (TD). Os antígenos TI foram 

assim denominados porque induzem à formação de anticorpos específicos em 

camundongos atímicos.  

De acordo com o grau de independência em relação aos linfócitos T, eles são 

subdivididos em dois grupos, antígenos TI tipo 1 e antígenos TI tipo 2. Estes grupos 

apresentam diferentes características. Os antígenos TI do tipo 1 são totalmente T-

independentes, e, por não ativarem os linfócitos T auxiliares, não induzem à 

maturação da afinidade dos anticorpos, nem à formação de linfócitos T de memória. 

Em concentrações elevadas, são ativadores policlonais dos linfócitos B. O protótipo 

deste grupo é o lipo-polissacáride (LPS), componente da parede celular de várias 

bactérias Gram-negativas. Já os antígenos TI do tipo 2 não estimulam a produção 

de anticorpos "in vitro", se os linfócitos T auxiliares forem totalmente removidos do 

experimento (REN et al., 2004). Exemplos destes são os antígenos capsulares do 

pneumococo, o dextran e o ficol, sendo a maioria destes polissacárides compostos 

de múltiplos epítopos idênticos. Eles estimulam os linfócitos T específicos e não 

funcionam como ativadores policlonais. Caracterizam-se por promoverem um 

desenvolvimento tardio de anticorpos, com restrição a determinados isótipos de Igs, 

e a dificuldade de levar a aquisição de memória imunológica (REN et al., 2004; 

ELOMAA et al., 1995; OEHEN et al., 2002; KOPPEL et al., 2004; LANOUE et al., 

2004; KNAPP et al., 2004; WLUKA e OLSZEWSKI, 2006).  

A modulação da resposta inflamatória inicial em uma infecção pelo       S. 

pneumoniae tem sido considerada como uma estratégia de tratamento alternativo 

para reduzir a mortalidade precoce (RUBINS e POMEROY, 1997). O interferon-

gamma (IFN- ) foi identificado em estudos realizados na última década como um 

imunomodulador crítico na defesa inicial contra uma variedade de infecções 
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(FARRAR E SCHREIBER, 1993). Como um componente precoce de defesa contra a 

infecção, IFN- é uma molécula chave na ativação de macrófagos e na citotoxicidade 

de células natural killer (NK), além de participar do recrutamento de neutrófilos e 

linfócitos circulantes aos sítios de infecção. Estudos demonstraram que 

camundongos IFN-  deficientes infectados com S. pneumoniae exibem maior 

quantidade de bactérias no sangue e nos pulmões, demonstrando maior 

susceptibilidade à infecção. (RUBINS e JANOFF, 1998; MIZRACHI-NEBENZAHL et 

al., 2003). 

 Em 1986, Weigent e colaboradores mostraram diminuição da mortalidade 

precoce de camundongos injetados intra-peritonealmente (i.p.) com IFN-  antes da 

infecção com o tipo 25 do S. pneumoniae, em comparação com camundongos 

injetados com um diluente controle. Mais recentemente, Van der Poll e 

colaboradores (1996), forneceram provas indiretas da importância do IFN-  na 

defesa do hospedeiro contra S. pneumoniae, demonstrando que a administração de 

interleucina-10 (IL-10), causou a diminuição das concentrações de IFN-  e fator de 

necrose tumoral (TNF) nos pulmões e conseqüentemente, ocorreu um aumento da 

contagem bacteriana tanto nos pulmões quanto no sangue do hospedeiro, 

resultando em letalidade quase imediata por S. pneumoniae.   

As principais conseqüências das respostas do hospedeiro às bactérias 

extracelulares são a inflamação e a sepse, havendo participação decisiva de 

citocinas produzidas principalmente por macrófagos ativados.   O fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) é o principal mediador do choque séptico. De fato, os níveis 

séricos de TNF-α são preditivos de prognóstico das infecções bacterianas Gram-

negativas e Gram-positivas como o S. pneumoniae (KNAPP et al., 2008). O TNF-α é 

produzido por macrófagos e células dendríticas como uma resposta primária às 

infecções e danos aos tecidos, e é constitutivamente expresso em várias doenças 

auto-imunes. Ele desempenha um papel importante na ativação e recrutamento de 

leucócitos ao tecido inflamado (CLARK, 2007), e tem sido envolvido na defesa do 

hospedeiro contra uma série de importantes patógenos humanos, incluindo S. 

pneumoniae (KEANE e STRIETER, 2001; ROTHE et al., 1993; KIRBY, 2006). No 

entanto, TNF-α também está associado à inflamação e imunopatologia excessiva em 

infecções e doenças auto-imunes e, especificamente, o TNF-α pode estar envolvido 
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na quebra da barreira hemato-encefálica durante o disseminação hematogênica da 

meningite pneumocócica (MOGENSEN, 2008). 

A sepse é iniciada pela produção sistêmica de citocinas inflamatórias, 

incluindo TNF-α, IFN- , IL-1β, e quimiocinas, o que resulta em lesão tecidual 

excessiva e morte em cerca de 25 a 35% dos pacientes. A exagerada resposta 

inflamatória que ocorre na sepse é contrabalanceada pela potente expressão de 

citocinas antiinflamatórias, incluindo IL-10 (AYALA et al., 1999).  Estudos indicam 

que a IL-10 desempenha importante papel, porém ainda contraditório, na sepse e na 

resposta à pneumonia bacteriana (KARZAI e REINHART, 1998). Por um lado, em 

modelos animais de sepse, todavia, a neutralização de IL-10 resulta em expressão 

exagerada de citocinas pró-inflamatórias como IFN-  e TNF-α, levando o animal à 

morte, enquanto que a administração de IL-10 recombinante confere proteção 

significativa nesses modelos (KEEL et al., 1997). Inversamente, no caso de 

pneumonia bacteriana, a IL-10 endógena parece inibir a proteção conferida pela 

resposta imune inata. Além disso, esta citocina inibe diretamente macrófagos e 

neutrófilos e suas atividades bactericidas e fagocíticas in vitro. Em modelos clínicos 

e murinos, o período que se segue a eventos sépticos demonstrou resultar na 

expressão preferencial de citocinas antiinflamatórias, especialmente IL-10. (REDDY 

et al, 2001). 

Estudos recentes demonstram um possível envolvimento da citocina IL-17A 

na patogenia do S. pneumoniae no modelo murino, entretanto o mecanismo preciso 

através do qual IL-17A medeia a resposta imune continua a ser indeterminado. 

Porém, há muitas evidências de que em camundongos a IL-17A desempenha um 

papel crítico no recrutamento de neutrófilos e na formação de abscessos, bem como 

na indução de peptídeos antimicrobianos. Estes mecanismos podem ser 

responsáveis pela proteção observada e estão atualmente sob investigação 

(MALLEY et al., 2006; BASSET et al., 2007).  
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1.10  Imunização ao Streptococcus pneumoniae 

 

 Devido ao papel primordial das infecções pneumocócicas na IFPE, todos os 

pacientes submetidos à esplenectomia total deverão receber imunização contra S. 

pneumoniae, usando a vacina pneumocóccica 23-valente (Pneumovax; Pnu-Imune), 

que cobre 73% das linhagens causadoras de IFPE (USLU et al., 2006). Se possível, 

as vacinas devem ser administradas 2 semanas antes da cirurgia, já que a resposta 

imunológica à vacina é mais eficaz quando o baço está intacto. A vacina 

pneumocócica pode falhar quer devido às cepas não incluídas na vacina, ou por 

uma baixa resposta imunitária humoral, como conseqüência da esplenectomia ou 

doença subjacente. Uma dose reforço é recomendada em 3-5 anos ou 5-10 anos. A 

vacina 7-valente composta de proteínas pneumocócicas conjugadas, recentemente 

tornou-se disponível (Prenevar). É provavelmente mais imunogênica, e não requer 

uma dose reforço (DAVIDSON e WALL, 2001). 

Porém, estudos recentes demonstram que a proteção por anticorpos 

anticapsulares é limitada pela especificidade de seu sorotipo, o que tem levado 

vários pesquisadores a avaliar outros tipos de vacina. Em particular, algumas 

proteínas pneumocócicas têm sido avaliadas como candidatas a vacinas em 

modelos animais, tanto pela via mucosa quanto pela via parenteral (ALEXANDER et 

al., 1998; BRILES et al., 2000; OGGUNIYI, 2000; BRILES et al., 2003). A imunização 

via mucosa com algumas dessas proteínas, em particular, tem demonstrado 

liberação de anticorpos sistêmicos e de mucosa, além de conferir proteção contra 

doença e colonização pneumocócica (BRIDGEN et al., 2000). 

Duas novas vacinas via mucosas têm sido testadas, são baseadas em 

antígenos não capsulares: uma de célula-total, consistindo de pneumococos mortos 

e outra vacina contendo os polissacarídeos da parede celular (C-Ps), que estão 

presentes em todos os isolados de pneumococos (LU et al., 2008). A imunização 

intranasal com qualquer um destes dois antígenos confere proteção independente 

de anticorpos e dependentes de células T CD4+ contra a colonização pneumocócica. 

A estratégia dessas vacinas que previnem a colonização pneumocócica é evitar a 

eclosão de uma infecção pneumocócica em pacientes colonizados que desenvolvam 

imunossupressão como por exemplo, pacientes esplenectomizados (MALLEY, 2006; 

BASSET et al., 2007; LU et al., 2008). 
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Nosso trabalho sugere que a prática de se realizar a cirurgia de remoção do 

baço, tanto após trauma como em patologias que acometem este órgão, deve ser 

repensada e reavaliada, a fim de se buscar alternativas que mantenham resquícios 

de tecido esplênico, tais como, esplenectomia parcial ou implante autógeno de 

tecido esplênico, e assim, conservar a capacidade de montar uma resposta imune 

satisfatória, principalmente contra infecções por microrganismos encapsulados, 

como o Streptococcus pneumoniae, em indivíduos asplênicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar o efeito da esplenectomia e do implante autógeno de baço na 

resposta imune humoral e celular na resistência à infecção causada por 

Streptococcus pneumoniae. 

 

2.2 Objetivos Específicos  

 Avaliar o número de unidades formadoras de colônia (UFC) de S. pneumoniae no 

fígado e pulmões, em camundongos Balb/c esplenectomizados e submetidos ao 

implante autógeno de baço e no grupo controle, infectados com S. pneumoniae. 

 Avaliar níveis séricos de IgM, IgG1 e IgG2a em camundongos BALB/c 

esplenectomizados e submetidos ao implante autógeno de baço e no grupo 

controle, infectados com S. pneumoniae.  

 Avaliar a produção de IFN- , IL-10 e TNF-  em células esplênicas e IL-17A, IFN-

 IL-10 e TNF-  no fígado e pulmões de camundongos BALB/c 

esplenectomizados submetidos ao implante autógeno de baço e no grupo 

controle, infectados com S. pneumoniae. 

 Investigar o perfil de células B esplênicas (CD19+), neutrófilos (CD11b+) e 

macrófagos (CD40+), em camundongos BALB/c esplenectomizados e 

submetidos ao transplante autógeno de baço e no grupo controle, infectados com 

S. pneumoniae.  

 

 

 

 

 



 

 

 

 

3 METODOLOGIA 

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem BALB/c, fêmeas, de 

8-10 semanas de idade. Os animais foram obtidos do Centro de Biologia da 

Reprodução (CBR-UFJF) e mantidos no setor de manutenção e experimentação do 

Laboratório de Imunologia do ICB-UFJF, em microisoladores colocados em estantes 

climatizadas, tendo como forma de alimentação exclusivamente ração própria e 

água. Para cada experimento, os animais foram divididos em 3 grupos, assim 

distribuídos: Grupo Controle Sham (CT): 10 camundongos submetidos a operação 

simulada. Grupo Esplenectomizado (SP): 10 camundongos esplenectomizados e 

Grupo Autotransplantado (AT): 10 camundongos esplenectomizados e 

autotransplantados no retroperitônio. O projeto está de acordo com os princípios 

éticos na experimentação animal, adotados pelo Colégio Brasileiro De 

Experimentação Animal (COBEA), e foi aprovado pela Comissão De Ética Na 

Experimentação Animal (CEEA), da Pró-Reitoria de Pesquisa da Universidade 

Federal de Juiz de Fora, protocolo nº. 059/2007. 

 

3.2  Anestesia e Intervenção Cirúrgica 

 

Após anestesia com solução composta por cloridrato de quetamina 5%, 

cloridrato de xilazina 2% e cloreto de sódio 0,9%, injetados pela via intra-peritoneal, 

foi realizada uma laparotomia com subseqüente esplenectomia e ligação do pedículo 

vascular utilizando catgut 5.0 (Shalon, Goiânia, Brasil). Todas as operações foram 

realizadas em câmara de fluxo laminar, sob condições estéreis. No grupo AT, 30% 

do tecido esplênico ressecado foi individualizado, pesado e dividido em 2 partes. O 

retroperitônio foi exposto próximo ao rim esquerdo e os dois fragmentos foram 

alocados nas proximidades dos grandes vasos abdominais sem fixação. A 

laparorrafia foi realizada utilizando nylon 4.0 (Shalon, Goiânia, Brasil).  
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3.3 Obtenção da linhagem bacteriana e condições de cultivo do S. pneumoniae 

 

 A cepa de Streptococcus pneumoniae (ATCC 6303) foi obtida do Instituto 

Nacional de Controle de Qualidade em Saúde (INCQS), localizado na Fundação 

Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro. 

 O crescimento de S.pneumoniae foi realizado em meio Trypticase Soy Agar 

(Isofar Ltda), diluído em água livre de impurezas MiliQ (Milipore) e submetido à 

fervura e esterilização por meio de autoclave por 15 minutos. Foi adicionado, 

posteriormente ao meio de cultura, 5% de sangue desfibrinado de carneiro (RCL 

Ltda). Placas NUNC® de seis poços foram utilizadas como recipiente para o meio 

solidificado e as culturas foram incubadas por 24 h em estufa a 37°C, contendo 5 % 

de CO2. A técnica de Gram foi usada para comprovar a pureza da linhagem de S. 

pneumoniae na cultura em questão. 

 

3.4 Infecção  

  

Trinta dias após a cirurgia os camundongos dos grupos esplenctomizados, 

autotransplantados e grupo controle sham, foram infectados pela via endovenosa, 

no plexo retro orbital, com Streptococcus pneumoniae na dose de 1 x 106 bactérias. 

Os animais não infectados receberam 100 μl de solução PBS estéril. 

 

3.5  Método de contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 

 

Os camundongos foram mortos no 5o dia após a infecção, por exsanguinação 

sob anestesia, e o fígado e os pulmões de cada animal foram retirados e macerados 

em PBS. Diluições seriadas de 1:10 e 1:100 foram feitas em placas de 6 poços 

contendo o meio Trypticase Soy Agar com 5% de sangue de carneiro desfibrinado. 

Após incubação em estufa por 24 horas, com 5% de CO2 a 37ºC, o número de 

unidades formadoras de colônia no fígado e pulmões foi determinado para cada 

animal. O grau de proteção nos grupos foi expresso como log de unidades 

formadoras de colônia de bactérias encontradas nos grupos infectados.  
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3.6 Ensaio Imunoenzimático – ELISA  

 

Os baços dos camundongos do grupo controle (CT) e do grupo 

autotransplantado (AT) estudados foram macerados e passados através de uma 

malha de nylon para obtenção de uma suspensão de células.  As células foram 

lavadas duas vezes com PBS estéril e foram mantidas em cultura contendo meio 

RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) suplementado com 2 mM de L-

glutamina, 100 U/ml de penicillina, 100 µg/ml de streptomicina, 10 µl/ml de 

aminoácido não-essencial e 5% de soro fetal bovino inativado por calor. Depois as 

células foram plaqueadas a uma razão de 2x105 celulas/poço, em placa de 96 poços 

específica para cultura de células.  Esplenócitos foram estimulados com 106 S. 

pneumoniae mortos por aquecimento a 60ºC por 10 min. Após 72 horas de cultura 

de esplenócitos a 37ºC, em 5% de CO2, os níveis de IFN- , IL-10 e TNF-  contidos 

no sobrenadante foram determinados por ELISA. A ligação dos anticorpos foi 

detectada por meio do complexo estreptoavidina-biotina peroxidase (Southern 

Biotechnology Associates), TMB e H2O2. A reação foi interrompida com a utilização 

de ácido sulfúrico 1 M, de acordo com as especificações do fabricante (R&D). As 

placas foram lidas em leitor de microplacas (Spectramax 190 - Molecular Devices) 

no comprimento de onda de 450 nm. As amostras foram comparadas com a curva 

padrão de anticorpo recombinante IFN- IL-10 e TNF-  e os valores foram 

expressos na concentração de pg/ml.  

  

3.7 Perfil e cinética de produção de citocinas no fígado e nos pulmões 

 

A produção de IL-17A, IL-10, TNF-α e IFN- foi avaliada em homogeneizados 

de fígado e pulmão, colocados em solução de extração de citocinas contendo 

antiproteases (0,1 mM PMSF, 0.1 mM cloreto de benzetônio, 10 mM EDTA e 20 KI 

aprotinina A) na proporção de 0,1 g de tecido para cada ml de solução. 

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4°C após 

esse procedimento o sobrenadante foi coletado e então armazenado em alíquotas 

de 1 ml em freezer -20°C. A dosagem de citocinas foi realizada pelo método de Elisa 

conforme procedimento descrito anteriormente no item 3.6. As amostras foram 
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comparadas com a curva padrão de anticorpo recombinante IL-17A, IFN- IL-10 e 

TNF-  e os valores foram expressos na concentração de pg/ml.  

 

3.8 Detecção de anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a 

  

No quinto dia após a infecção com S. pneumoniae, amostras de sangue 

(1ml/animal) foram coletadas por meio do plexo reto orbital de camundongos dos 

três grupos CT, AT e SP. Os soros dos animais foram obtidos e utilizados para a 

avaliação da resposta imune humoral, e dos isótipos presentes (IgM, IgG1 e IgG2a), 

por meio do ensaio de ELISA. Placas de 96 poços (Maxisorp; Nunc®) foram 

incubadas 16 horas com antígeno total recuperado de cultura de S. pneumoniae em 

tampão carbonato, pH 9,6 a 4°C. Após lavar as placas com PBS-Tween 20, foi 

adicionada solução bloqueio (PBS contendo Tween 20 0,05%, mais 10% de soro 

fetal bovino) e incubadas por 2 h a 37°C. Os soros provenientes dos camundongos 

infectados foram diluídos na proporção de 1:100 em PBS-Tween 20, colocados nas 

placas e incubados por 2 h a 37°C. A fim de determinar os níveis de IgM, IgG1 e 

IgG2a, foram adicionadas às placas moléculas de anticorpo conjugadas a 

peroxidase anti-IgM, anti-IgG1 ou anti-IgG2a (Sigma). A reação se desenvolveu com 

a adição de 200 μM de o-fenilenodiamina OPD (Sigma) e 0,04 % de H2O2. A reação 

foi interrompida com a adição de ácido sulfúrico H2SO4 5 % e as placas foram lidas 

em leitor de microplacas (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) no comprimento 

de onda de 492 nm. 

 

 

3.9 Determinação dos subtipos celulares e coleta do plasma 

 

Amostras de sangue foram obtidas 5 dias após infecção por S. pneumoniae 

através de sangramento pelo plexo reto orbital e coletadas em tubos de 1,5 ml 

contendo citrato de sódio 3 % com utilização de pipeta Pasteur rinsada com o 

mesmo anti-coagulante. As amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 10 min a 4 

ºC e os plasmas foram coletados e armazenados em tubos de 0,6 ml em freezer - 20 

ºC. No quinto dia também, os camundongos foram mortos e fragmentos dos 

pulmões foram coletados, colocados em placas de Petri contendo 5 ml de PBS e 
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macerados com o pistilo de uma seringa estéril. Macerados dos pulmões foram 

digeridos com colagenase (solução de 100 UI/ml) em 5 ml de meio RPMI contendo 

soro fetal bovino 10 % no banho-maria a 37ºC por 40 minutos. Os macerados dos 

dois órgãos foram filtrados em uma tela de 70 µm (BD Biosciences, Heidelberg, 

Germany) para tubos de 15 ml. As suspensões de células obtidas do baço e pulmão 

foram centrifugadas por 8 min a 1000 rpm e 4°C. Após descarte do sobrenadante, os 

eritrócitos foram removidos pela adição de tampão de lise Tris/NH4Cl em um pH de 

7,65 e as células foram lavadas duas vezes com meio RPMI 1640 (Gibco). A 

viabilidade celular foi determinada por meio do método de exclusão por azul de 

trypan e as células passaram novamente por centrifugação por 8 min a 1000 rpm e 

4°C. O sedimento de células foi então ressuspendido em tampão de marcação 

(PBS, soro fetal bovino 3% e ázida sódica 0,005%) a 4ºC em uma concentração de 

células de 2x107 células/ml.  

Suspensões celulares a 106 (50 µl) foram adicionadas aos tubos contendo os 

anticorpos nas diluições recomendadas pelo fabricante e foram incubadas por 20 

minutos em banho de gelo para mais tarde serem acrescentados 400 µl de tampão 

de marcação. Finalmente, a suspensão celular foi mantida no gelo até a análise por 

citometria de fluxo. Os subtipos celulares foram mensurados por meio de citômetro 

de fluxo (FACSCalibur, Becton-Dickinson), utilizando o “gate” indicado para  

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) e os seguintes critérios: neutrófilos – gate 

R3, CD11b+ e CD69+; macrófagos – gate R5, CD4+, CD40+ e CD3-; células T CD4 – 

gate R2, CD3+ e CD4+; células T CD8 – gate R2, CD3+ e CD8a+; células B – gate R2 

e gate R4 (CD19+). Foram utilizados os seguintes anticorpos: PerCP controle 

isotípico IgG1a; PE controle isotípico IgG3; FITC controle isotípico IgG1a; PerCP 

anti-CD3; PerCP anti-CD69; FITC anti-CD19; FITC anti-CD80; FITC anti-CD40; FITC 

anti-CD8a; PE anti-CD152; PE anti-CD11b; PE anti-CD4 (Pharmingen, USA)(Figura 

2). 
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Figura 2: Gates utilizados. Modelos de gates utilizados em células do baço e de pulmões 

visando separar as populações celulares (R1 – linfócitos, granulócitos e macrófagos), (R2 – 

linfócito T auxiliar – CD4
+
 e linfócito T citotóxico – CD8

+
), (R3 – granulócitos – CD11b

+
 e 

CD69
+
), (R2 e R4 – células B – CD19

+
) e (R1 e R5 – macrófagos – CD4

+
, CD40

+
 e CD3

-
) 

(10000 eventos por amostra). 
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3.10  Avaliação Histopatológica 

  

Fragmentos de fígado e pulmões foram retirados 5 dias após a infecção com S. 

pneumoniae e fixados em solução de formol a 10%. Os fragmentos fixados foram 

incluídos em parafina e depois cortes histológicos de aproximadamente 4 

micrômetros de espessura foram corados com hematoxilina e eosina. O número de 

acúmulos de neutrófilos no fígado foi determinado após análise de 40 campos em 

aumento de 400x. A avaliação da extensão dos acúmulos de neutrófilos foi 

determinada de acordo com as seguintes escalas estabelecidas: Para a infecção 

com S. pneumoniae os níveis foram: I (leve, com 2-6 neutrófilos por acúmulo; II 

(moderado, com 7-15 neutrófilos por acúmulo); III (acentuado, com mais de 15 

neutrófilos por acúmulo). Os fragmentos de pulmão foram avaliados por análise de 

40 campos em aumento de 200x para cada fragmento avaliado. As amostras de 

pulmão foram avaliadas com base na quantidade de células inflamatórias por 

amostra de tecido.  

 

3.11 Análise Estatística 

 

As diversas variáveis numéricas foram avaliadas nos diferentes grupos pelo 

teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov para distribuição gaussiana dos dados. 

Para as variáveis que possuíam distribuição normal a avaliação estatística foi 

realizada por meio de análise variância (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni 

de comparação múltipla. Caso contrário, foi utilizado o teste não-paramétrico de 

kruskal-Wallis. Os valores foram considerados significativos para p<0,05.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

4 RESULTADOS 

 
 
4.1 Implante autógeno de baço restaura a resistência de camundongos BALB/c 
esplenectomizados submetidos à infecção com S. pneumoniae 
 
 

A importância do baço no controle da infecção por S. pneumoniae foi avaliada 

por meio da contagem do número de unidades formadoras de colônia (UFC), no 

fígado e nos pulmões dos animais infectados. O Gráfico 3 mostra que o grupo de 

animais apenas esplenectomizado (SP) apresentou um maior número de unidades 

formadoras de colônia (UFC) de S. pneumoniae, acima de 1  log, tanto no pulmão 

(8,6 LN UFC) quanto no fígado (7,6 LN UFC), em comparação aos grupos controle 

(CT) e autotransplantado (AT). O número de UFC de S. pneumoniae no fígado e 

pulmões, após 5 dias de infecção, foi similar nos grupos CT e AT. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 3: Implante autógeno de baço restaura a resistência de camundongos BALB/c 
esplenectomizados submetidos à infecção por S. pneumoniae. Camundongos BALB/c foram 
infectados por via endovenosa com 10

6 
S. pneumoniae, 30 dias após a cirurgia. No quinto dia após 

a infecção, o número de UFC nos pulmões e no fígado foi determinado. As barras representam a 
média de 5 camundongos/grupo, sendo representativo de três experimentos realizados.  * ( p < 
0,05). 
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4.2 Implante autógeno de baço restaura parcialmente a resposta imune 
humoral após a infecção por S. pneumoniae em camundongos 
esplenectomizados 
 
 

Níveis séricos de anticorpos IgM, IgG1 e IgG2a anti-S. pneumoniae foram 

avaliados em camundongos dos grupos CT, AT e SP após 5 dias de infecção com S. 

pneumoniae. Camundongos SP mostraram redução significativa de todos os 

anticorpos avaliados em relação aos grupos CT e AT (Gráfico 4). Interessantemente, 

o grupo AT apresentou nível sérico de IgM similar ao observado no grupo CT, mas 

níveis de IgG1 e IgG2a inferiores em relação ao controle (Gráfico 4). Esses 

resultados sugerem que implante autógeno de baço favorece a recuperação da 

resposta humoral específica de animais esplenectomizados frente à infecção por 

S.pneumoniae.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4: Efeito da esplenectomia nos níveis de anticorpos específicos anti-S. pneumoniae 
produzidos no soro de camundongos BALB/c infectados. Camundongos foram infectados pela 
via endovenosa com 1 x 10

6 
 UFC/camundongo. 30 dias após a cirurgia. Anticorpos das classes IgM, 

IgG1 e IgG2a específicos para antígenos de S. pneumoniae foram avaliados no soro 5 dias após a 
infecção por meio do método de ELISA. Os resultados apresentam a média de cinco camundongos 
em um experimento representativo dentre três experimentos com resultados semelhantes.   * =p < 
0,05 versus CT e AT, ** =p<0,01 versus CT e AT, 

# 
=p<0,05 versus SP. 

 
4.3 Células esplênicas do implante esplênico autógeno aumentam a produção 
de citocinas em resposta a infecção por S. pneumoniae em presença de 
antígenos específicos 
 

 A seguir, fomos verificar se as células do implante autógeno de baço 

possuem capacidade semelhante às do órgão original, de responder a estímulo 
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específico com produção de citocinas, após 5 dias de infecção por S. pneumoniae.  

2,5 x 105 Células esplênicas de camundongos do grupo controle (CT) e do grupo 

autotransplantado (AT), infectados com 10
6 S. pneumoniae, foram cultivadas in vitro 

por 72 h na presença de S. pneumoniae mortos por calor (HKSp)/poço. Um grupo 

não infectado e não estimulado com HKSp foi incluído como controle negativo. Os 

níveis de IFN- IL-10 e TNF-  nos sobrenadantes de cultura dos animais infectados, 

aumentaram nos grupos CT e AT na presença de HKSp, em comparação ao grupo 

infectado não estimulado (Gráfico 5). Esses resultados sugerem que o implante 

autógeno de baço restaura a capacidade de produção de IFN- IL-10 e TNF-  em 

resposta a antígenos específicos, em animais BALB/c esplenectomizados.  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gráfico 5: Níveis de IFN- , IL-10 e TNF-  em sobrenadantes de cultura de células esplênicas de 
camundongos BALB/c infectados com S. pneumoniae e estimulados com antígenos 

específicos. 2x10
5 

células esplênicas de camundongos CT e AT foram cultivadas por 72 h a 37oC, 

5% CO2 e estimuladas com .... HKSp. A produção de IFN- , IL-10 e TNF-  foi avaliada por ELISA. * = 
p < 0,05 versus infectado, 

#
 =p <0,01 versus infectado. Os resultados são representativos de um 

experimento que utilizou 5 camundongos/grupo. 
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4.4 Camundongos esplenectomizados apresentam uma diminuição na 

produção de IFN- , IL-10 e TNF-  no fígado e nos pulmões após infecção por 
S. pneumoniae 

 
  Avaliamos a produção de IFN- IL-10 e TNF-  em homogeneizado de fígado 

e pulmões de camundongos BALB/c infectados com S. pneumoniae. O grupo 

esplenectomizado apresentou níveis reduzidos (P < 0,05) de IFN- IL-10 e TNF-  no 

fígado e nos pulmões quando comparados aos grupos CT e AT, exceto em relação a 

produção de TNF-  no pulmão, quando os grupos estudados mostraram resultados 

semelhantes.  Os grupos AT e CT não diferiram entre si quanto a produção de IFN-  

e TNF- havendo, no entanto, maior produção de IL-10 no fígado dos animais AT 

(Gráfico 6). 

   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6: Níveis de IFN-y, IL-10 e TNF-α nos pulmões e fígado de camundongos BALB/c 
infectados com S. pneumoniae. Os níveis de IFN-y, IL-10 e TNF-α produzidos no pulmão e fígado 
de camundongos BALB/c infectados por S. pneumoniae foram avaliado por meio do método de 
ELISA para dosagem de citocinas.   * =p < 0,05 versus CT e AT), ** =p <0,01 versus CT e AT), 

#
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=p<0,05 versus CT. Os resultados são representativos de um experimentos feito com 5 camundongos 
de cada grupo. 

4.5 A produção de IL-17A e o recrutamento de neutrófilos  no fígado e nos 
pulmões é reduzida em animais esplenectomizados após infecção com S. 
pneumoniae, sendo aumentada após implante autógeno de baço 

  

 O Gráfico 7A mostra que os níveis de IL-17 A observados tanto nos pulmões 

quanto no fígado dos camundongos dos grupos CT e AT não diferiram entre si, e 

foram maiores com relação ao observado no grupo SP (p < 0,05). De forma 

semelhante, a porcentagem de neutrófilos (células CD11b+ CD69+) no fígado e nos 

pulmões foi menor no camundongos do grupo SP, em relação aos animais dos 

grupos CT e AT (Gráfico 7B e 7C).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 7: Porcentagem de neutrófilos e produção de IL-17 A no fígado e nos pulmões de 
camundongos esplenectomizados e autotransplantados infectados com S. pneumoniae.   
Utilizando o gate indicado em materiais e métodos obtivemos a população de neutrófilos (células 
CD11b

+
 CD69

+
) no pulmão fígado dos animais dos grupos esplenectomizado (SP) e 

autotransplantados (AT). A produção de IL-17A foi determinada no 5º dia após infecção em  
macerados de fígado e pulmões de camundongos BALB/c esplenectomizados e autotransplantados 
infectados com S. pneumoniae,  avaliados por meio da técnica de ELISA. Os resultados representam 
um experimento com 5 camundongos. * =p <0,05 versus CT e AT, ** =p<0,01 versus CT e AT, *** 
=p<0,001 versus CT e AT. CN= controle negativo não operado e não infectado. 
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4.6 Porcentagem de células TCD4+, células TCD8+, macrófagos (CD4+ CD40+ 
Cd3-) e células B (CD19+) nos pulmões de camundongos esplenectomizados e 
autotransplantados infectados com S. pneumoniae  
 
 A análise por citometria de fluxo mostrou diferenças significativas entre   os 

grupos CT, AT e SP quanto a porcentagem de células T, B e macrófagos no pulmão 

dos camundongos infectados com S. pneumoniae. De acordo com o Gráfico 8, o 

grupo SP apresentou as menores porcentagens de células B (CD19+), macrófagos 

(CD40+) e células T CD4+ e células T CD8+ em comparação aos grupos CT e AT que 

apresentaram porcentagens similares dessas populações celulares, exceto com 

relação às células T CD8+ em que o grupo AT apresentou uma porcentagem maior 

que o grupo CT.  

     Pulmão 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Gráfico 8: Porcentagem de células TCD4

+
, células TCD8

+
, macrófagos (CD4

+
 CD40

+
 Cd3

-
) e 

células B (CD19
+
) nos pulmões de camundongos esplenectomizados e autotransplantados 

infectados com S. pneumoniae e avaliados por meio de citometria de fluxo. Utilizando os gates 
indicados em materiais e métodos obtivemos a porcentagem de macrófagos (gate R5, CD4

+
, CD40

+
 e 

CD3
-
) (B) e células B (gate R4 e CD19

+
) nos pulmões de camundongos infectados por S. pneumoniae 

(barra cinza). * =p < 0,05 versus CT e AT, ** =p <0,01 versus CT e AT, 
#
 =p <0,05 versus CT e SP. Os 
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resultados representam um experimento com 5 camundongos infectados por S. pneumoniae e são 
representativos de três experimentos independentes. 

 
4.7 Porcentagem de células TCD4+, células TCD8+, macrófagos (CD4+ CD40+ 
Cd3-) e células B (CD19+) no sangue periférico de camundongos 
esplenectomizados e autotransplantados infectados com S. pneumoniae  
 
 
 As porcentagens de células TCD4+, células TCD8+, macrófagos (CD4+ CD40+ 

Cd3-) e células B (CD19+) foram avaliadas em amostras de células mononucleares 

de sangue periférico (PBMC) em camundongos esplenectomizados e 

autotransplantados após 5 dias de infecção com S. pneumoniae. O Gráfico 9A e 9B 

mostra que animais do grupo SP apresentam maior porcentagem de células B e 

macrófagos entre as células no sangue periférico (PBMC). Entretanto, a 

porcentagem de células T CD4+ e CD8+ foi menor no grupo SP em relação aos 

grupos CT. Os grupos CT e AT apresentaram porcentagem de células B, T e 

macrófagos semelhantes, exceto em relação a porcentagem de células CD8+ que 

estava maior no grupo CT.  
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Gráfico 9: Porcentagem de células TCD4
+
, células TCD8

+
, macrófagos (CD4

+
 CD40

+
 Cd3

-
) e 

células B (CD19
+
) em amostras de células mononucleares de sangue periférico de 

camundongos BALB/c esplenectomizados e autotransplantados infectados com S. 
pneumoniae e avaliados por meio de citometria de fluxo. Utilizando os gates indicados em 
materiais e métodos obtivemos a porcentagem de células TCD4, células TCD8, macrófagos (gate R5, 
CD4

+
, CD40

+
 e CD3

-
) (B) e células B (gate R4 e CD19

+
) nos pulmões de camundongos infectados por 

S. pneumoniae (barra cinza). * =p < 0,05 versus CT e AT, # =p <0,05 versus AT e ## =p <0,05 versus 
SP e AT. Os resultados são provenientes de um experimento com 5 camundongos infectados por S. 
pneumoniae e são representativos de três experimentos independentes. CN: Controle 
Negativo. 

 
 
 
4.8 Análise histológica de fígado e pulmões de camundongos esplectomizados 
e autotransplantados infectados com S. pneumoniae 

 

Cortes de tecidos hepático e pulmonar corados com hematoxilina e eosina 

foram preparados e avaliados quanto à presença de acúmulos de neutrófilos, 

utilizando um aumento de 200x.  O Gráfico 10 C mostra que o grupo SP apresentou 

poucos neutrófilos por acúmulo inflamatório no fígado em relação aos grupos CT e 

AT. A análise da resposta inflamatória nos pulmões dos animais infectados com S. 

pneumoniae mostrou que o grupo SP apresentava celularidade leve (Gráfico 11a), 

em relação aos grupos CT e AT, que mostraram celularidade aumentada, de 

moderada a acentuada. Acúmulos inflamatórios bem delimitados com grande 

quantidade de células fagocíticas foram observados no grupo AT (Gráfico 11c). 

Esses resultados sugerem que uma maior celularidade nos pulmões está 

relacionada com a presença do baço, indicando a importância desse órgão como 

mediador da resposta imune e inflamatória após a infecção por S. pneumoniae. 

C 
D 
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Gráfico 10: Análise histológica de cortes do fígado corado com hematoxilina-eosina do grupo CT 
(A), grupo AT (B) e grupo SP (C). As setas em vermelho evidenciam a presença de acúmulos 
inflamatórios contendo diferentes números de neutrófilos. (Aumento de 200x).  

 

 
 

 
 

Tabela 1- Número de neutrófilos por acúmulos inflamatórios no fígado dos animais infectados 
com Streptococcus pneumoniae 

  

Grupos Nível 1  

Leve 
a
 

Nivel 2 

Moderada 
b
 

Nível 3 

Acentuada 
c
 

CN - - - 

CT + + + 

AT + + + 

SP + - - 

a  
presença de 2 a 6 neutrófilos por acúmulos inflamatórios; 

b 
presença de 7 a 15 neutrófilos por acúmulo 

inflamatório; 
c 

presença de mais de 15 neutrófilos por acúmulo inflamatório. CN= controle negativo não operado 

e não infectado. 
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Gráfico 11: Análise histológica de cortes de pulmões de camundongos esplenectomizados e 
autotransplantados infectados com S. pneumoniae, foram corados com hematoxilina-eosina no 5° 
dia de infecção.  Grupo SP (A), grupo CT (B) e grupo AT (C) Aumento de 200X, e aumento de 400x 
em D.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Atualmente, em diversos centros hospitalares, a maioria dos cirurgiões não 

reconhece a importância das alternativas à esplenectomia total, como a 

esplenectomia parcial e o implante autógeno do baço, representando possibilidades 

de preservação das funções do baço original. Técnicas conservadoras do baço 

visam a manutenção de atividades exercidas pelo baço, como a filtração do sangue 

para a retirada de eritrócitos senescentes, reciclagem de ferro e, principalmente, 

depuração de bactérias encapsuladas (MEBIUS e KRAAL, 2005). Portanto, a 

ausência do baço resulta em um risco aumentado no desenvolvimento de sepse 

grave considerada letal em muitos casos. A incidência global de morte por infecção 

fulminante pós esplenectomia (IFPE) em pacientes esplenectomizados permanece 

baixa, mas tem sido relatada como sendo de até 600 vezes maior que na população 

em geral. (WAGHORN, 2001). 

O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de camundongos 

BALB/c esplenectomizados e autotransplantados em controlar a infecção causada 

por S. pneumoniae, o maior responsável pelos casos de IFPE (infecção fulminante 

após esplenectomia) (ALTAMURA, 2001).  

Os principais resultados obtidos neste trabalho mostram que: 1) animais 

esplenectomizados tiveram maior número de S. pneumoniae no fígado e nos 

pulmões, cinco dias após a infecção, em comparação ao grupo controle; 2) a 

realização do implante autógeno de baço nos animais esplenectomizados aumentou 

a resistência frente a infecção, não havendo diferença significativa no número de 

UFC de S. pneumoniae no fígado e nos pulmões, entre os grupos AT e CT; 3) 

camundongos do grupo SP tiveram menores níveis séricos de IgM, IgG1 e IgG2a 

anti-S. pneumoniae, em relação aos grupos CT e AT; 4) a maior susceptibilidade à 

infecção por S. pneumoniae em animais esplenectomizados foi associada a um 

menor recrutamento de neutrófilos  e diminuída produção de IL-17A, IFN-  e TNF-

no fígado e nos pulmões, em comparação aos grupos AT e CT; 5) a análise 

histopatológica do fígado e dos pulmões dos grupos estudados confirmou haver 

menor recrutamento de neutrófilos apenas nos animais do grupo SP. 
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 O número de UFC de S. pneumoniae foi maior no grupo de animais apenas 

esplenectomizados, e a realização do implante autógeno de baço aumentou a 

capacidade de depuração de bactérias nos animais do grupo AT, a níveis 

semelhantes aos observados no grupo controle. Resultados similares foram 

descritos após infecção com Staphylococcus aureus (Teixeira et al, 2008) e 

Escherichia coli (Perobelli et al., manuscrito em preparação). Kuranaga e 

colaboradores (2005), entretanto, demonstraram que a esplenectomia reduz o 

crescimento de UFC de Listeria monocytogenes no fígado de camundongos 

C57BL/6, após infecção pela via endovenosa. Esses resultados sugerem que o baço 

exerce uma importância fundamental no controle de infecções sistêmicas causadas 

por microrganismos extracelulares. 

 A capacidade do baço de produzir IgM e tuftsina, associado a ativação da 

cascata de proteínas do sistema complemento (COOPER, 1988; DE CIUTIS et. al., 

1978), moléculas que atuam na opsonização de microrganismos facilitando a 

fagocitose, o aprisionamento e a destruição de patógenos, favorece a depuração 

principalmente de bactérias encapsuladas como S. pneumoniae. Estudos recentes 

mostram que o mecanismo de adesão do pneumococo à célula apresentadora de 

antígenos, ocorre por meio de receptores que reconhecem padrões moleculares 

específicos de patógenos (PAMPs), como os receptores do tipo “toll-like 2” 

(receptores semelhantes ao toll, um tipo de receptor específico para patógenos 

encontrado primariamente em drosófilas) (KNAPP et al., 2004; KNAPP et al., 2008). 

Sendo assim, a possibilidade do reconhecimento de S. pneumoniae de por meio dos 

receptores do tipo toll, além de outros receptores, como o SIGNR1 (“Specific 

intercellular adhesion molecule 3 grabbing nonintegrin-related 1”) e o MARCO 

(receptor de macrófago com estrutura de colágeno), presentes na superfície dos 

macrófagos, está ligado ao desenvolvimento da resposta imune e a resistência a 

infecção (TIMENS, 1991; MEBIUS e KRAAL, 2005,). Este processo de 

reconhecimento de patógenos conhecido como a fase cognitiva da resposta imune, 

se encontra, portanto, interconectado à resposta prévia ou concomitante no baço, 

capaz de reconhecer polissacarídeos presentes principalmente em bactérias 

encapsuladas e bactérias Gram positivo, como S. pneumoniae. Na resposta T 

independente do tipo 2, que ocorre frente a polissacarídeos, a maior parte das 

células B se diferencia em plasmócitos produtores de anticorpos (ZANDVOORT e 
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TIMENS, 2002), o que nos leva a considerar este mecanismo como um forte aliado 

na resposta imune dirigida a este patógeno. Neste trabalho observamos maior 

produção de IgM, IgG1 e IgG2a em camundongos autotransplantados, sendo isto 

associado a uma menor susceptibilidade à infecção por S. pneumoniae.  Estudos 

recentes já demonstraram que a ausência de baço reduz os níveis de IgM e 

conseqüentemente a depuração de bactérias encapsuladas e não-encapsuladas 

(BOES, 1998; TEIXEIRA et al., 2008;). Vários autores têm demonstrado que a via de 

infecção induz um padrão de resposta imune distinto (MIZRACHI-NEBENZAHL, 

2003; EIGENBERGER et al., 2006; LU et al., 2008). PALANIAPAN e colaboradores, 

utilizando uma via de infecção intranasal com pneumococos em camundongos, 

observaram que estes apresentaram uma resposta imune independente de 

anticorpos e dependente de células TCD4+. Porém, no nosso trabalho, a infecção 

ocorreu via endovenosa, simulando um modelo de doença sistêmica, portanto, 

sendo indispensável o papel de anticorpos na fase inicial da infecção (PALANIAPAN 

et al., 2005).  

 A dosagem de citocinas em células esplênicas dos camundongos 

autotransplantados, mostrou que a presença do fragmento esplênico no grupo AT 

mantém a capacidade desses animais em responder a antígenos específicos 

(HKSp), com produção aumentada de IFN- , IL-10 e principalmente TNF-α, como 

observado no grupo controle. Este resultado comprova que células do implante 

autógeno de baço mantém características funcionais semelhantes às observadas no 

órgão original. É reconhecido que o IFN-  aumenta as funções microbicidas dos 

macrófagos, além de estimular a expressão de receptores de alta afinidade para IgG 

e proteínas do complemento, que estão envolvidos na opsonização e fagocitose de 

microrganismos (PARK-MIN et al., 2007). Foi demonstrado que o TNF-α tem uma 

participação efetiva no combate a infecções bacterianas. Trata-se de uma citocina 

fundamental no desenvolvimento da resposta inflamatória, aumentando a expressão 

de moléculas de adesão além de induzir a produção de quimiocinas nas células do 

endotélio, recrutando então, fagócitos para o sítio de infecção. (ALVES-FILHO, 

2005). A dosagem dessas citocinas neste trabalho mostrou que camundongos 

esplenectomizados infectados com S. pneumoniae tiveram uma diminuição 

significativa na produção de IFN-  e   TNF-  no fígado e nos pulmões, enquanto que, 

os camundongos do grupo AT apresentaram valores semelhantes na produção de  
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IFN-  e  TNF-  no fígado e nos pulmões quando comparado com o grupo CT. Estes 

resultados sugerem uma maior susceptibilidade à infecção causada por S. 

pneumoniae nos animais esplenectomizados. De fato, Lau e colaboradores 

demonstraram que animais que sofreram esplenectomia apresentaram ineficiente 

atividade microbicida dos macrófagos alveolares que foi associado a baixos níveis 

de IFN-  e TNF-  nesses animais (LAU et. al., 1983). E também, linfonodos 

pulmonares em camundongos esplenectomizados apresentam maior quantidade de 

bactérias do que em camundongos controle em resposta ao desafio por 

pneumococo (HEBERT et al., 1994).  

Estudos demonstram o importante papel dos neutrófilos na sepse. Esse tipo 

celular está relacionado com a fagocitose de microrganismos no foco da infecção. O 

estímulo que faz os neutrófilos migrarem até o sítio de infecção foi recentemente 

relacionado com aumento na produção de IL-17A, (ALVES-FILHO, 2005; 

MATSUKAZI e UMEMURA, 2007; RENKO et al., 2008; CROSSARA-ALBERTO, 

2008). Neste trabalho, foi observado que os níveis de IL-17A estavam menores no 

grupo esplenectomizado, quando comparados ao grupo CT e ao grupo AT. A menor 

produção de IL-17A no grupo SP correlacionou com reduzido recrutamento de 

neutrófilos nos pulmões e no fígado dos animais infectados. Esses resultados 

sugerem que a maior capacidade de recrutamento de neutrófilos e maior produção 

IL-17A, favorece a eliminação de um maior número de bactérias no fígado e pulmão 

nos camundongos dos grupos CT e AT, sendo este resultado apoiado pela 

contagem de bactérias nesses órgãos.   

Os níveis de células B nos pulmões de camundongos esplenectomizados 

infectados com S. pneumoniae foram menores quando comparados aos níveis 

observados nos grupos CT e AT, o que sugere uma baixa resposta imune humoral 

no sítio de infecção. Por outro lado, no sangue periférico, os níveis de células B do 

grupo SP estavam mais elevados quando comparados aos demais grupos, 

sugerindo que esses camundongos têm uma deficiência no recrutamento de células 

B para o sítio de infecção, o que pode estar relacionado com seu estado de ativação 

e com a expressão de moléculas de adesão às células endoteliais.  

O macrófago, assim como o neutrófilo, é um importante fagócito encontrado 

em sítios inflamatórios. Neste trabalho, tanto o grupo AT quanto o grupo CT 

apresentavam níveis semelhantes de macrófagos nos pulmões e sangue periférico, 
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enquanto que no grupo SP esses valores foram significativamente mais baixos. 

Nossos resultados sugerem que nos grupos CT e AT, ocorre um maior influxo de 

neutrófilos e macrófagos, o que pode favorecer a fagocitose e a diminuição do 

número de bactérias nos tecidos infectados. O número aumentado de células B e 

macrófagos no PBMC dos animais esplenectomizados pode refletir não apenas uma 

falha no recrutamento dessas células para o sítio de infecção mas também o 

aumento das mesmas no sangue devido a ausência do tecido esplênico que 

habitualmente abriga a maior parte desses tipos celulares (SIPKA et al., 2007). 

Como já foi dito, na resposta inicial frente à infecção por S. pneumoniae via 

endovenosa ocorre ativação da resposta imune humoral, com participação de 

anticorpos específicos que contribuem para opsonização e ativação de sistema 

complemento. Porém, passada a fase inicial, a resposta imune celular com presença 

de células TCD4+ se torna fundamental para o sucesso na eliminação dos 

microrganismos. A ativação de células TCD4+ e células TCD8+ é dependente do tipo 

de patógeno. Na infecção sistêmica por S. pneumoniae, uma bactéria encapsulada, 

a opsonização e a fagocitose ocorrem principalmente no baço, onde também ocorre 

a apresentação de antígenos às células TCD4+ näive. Nosso estudo mostrou que a 

porcentagem de células TCD4+ estava maior no grupo CT e se apresentou em níveis 

intermediários no grupo AT, enquanto o grupo SP apresentou a menor porcentagem 

deste subtipo celular. Além disso, a infecção por S. pneumoniae mobiliza 

preferencialmente células TCD4+ em comparação às células TCD8+ (KURANAGA et 

al., 2006). 

Interessantemente, os animais do grupo SP apresentaram poucos acúmulos 

de células inflamatórias no fígado, com poucos neutrófilos por acúmulo, ao contrário 

os grupos CT e AT que apresentaram muitos acúmulos inflamatórios no fígado, 

contendo muitos neutrófilos. Nos pulmões dos camundongos do grupo AT haviam 

infiltrados inflamatórios bem delimitados com muitos neutrófilos em seu interior, 

porém o grupo CT não apresentou infiltrados inflamatórios bem delimitados mas 

apresentou uma grande quantidade de neutrófilos por todo o tecido, sugerindo que 

essas células inflamatórias estavam se organizando para formar infiltrados 

inflamatórios bem delimitados. Esses resultados corroboram com a dosagem de IL-

17A nos pulmões e no fígado dos grupos estudados sugerindo que IL-17A tem um 

papel fundamental no recrutamento de neutrófilos para sítios inflamatórios. Os 
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animais esplenectomizados têm uma deficiência no recrutamento de neutrófilos, 

provavelmente devido a baixos níveis de IL-17A nos tecidos estudados, fazendo 

com que um maior acúmulo de bactérias seja encontrado nos pulmões e fígado 

desses animais. Já no grupo AT, a presença de uma menor quantidade de bactérias, 

quando comparada ao grupo SP, pode estar relacionada com o maior número de 

neutrófilos nesses tecidos. Esses resultados demonstram que a presença do baço 

tem um papel fundamental no recrutamento de neutrófilos para o foco de infecção, 

favorecendo a eliminação do patógeno.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

                                                                                                                                                   

 

 

 

6 CONCLUSÃO 

 

1. O implante autógeno de baço restaura a capacidade de camundongos BALB/c 

esplenectomizados de controlarem a infecção com S. pneumoniae no fígado e nos 

pulmões, conforme verificado pela contagem de UFC nestes órgãos. 

 

2. Animais dos grupos CT e AT apresentaram resposta imune humoral com elevada 

produção de IgM, IgG1 e IgG2a, favorecendo a opsonização e a fagocitose de S. 

pneumoniae. 

 

3. A infecção por S. pneumoniae causou influxo de neutrófilos e macrófagos para os 

pulmões dos camundongos dos grupos CT e AT, sendo que camundongos do grupo 

SP apresentaram menor acúmulo desses tipos celulares nos pulmões.  

 

4. A dosagem de citocinas em células esplênicas dos camundongos         

autotransplantados frente ao estímulo com S. pneumoniae mortos por calor, mostrou 

que o fragmento esplênico permanece funcional e contribui para uma resposta 

efetiva específica contra o invasor. Nos demais tecidos a presença do implante 

autógeno do baço restaura a capacidade de produção de citocinas dos 

camundongos esplenectomizados a níveis semelhantes ao grupo controle.   

 

5. Os níveis reduzidos de linfócitos B e macrófagos nos pulmões e os níveis 

elevados no PBMC dos camundongos do grupo SP em contraste com os grupos CT 

e AT, sugerem que a ausência do tecido esplênico altera a resposta humoral e o  

recrutamento de fagócitos no sítio de infecção.  

 

6. O perfil histológico no fígado e pulmões dos animais autotransplantados 

demonstram que a presença do fragmento esplênico auxilia no processo de 

recrutamento de células fagocíticas para o foco inflamatório, o que resulta na maior 

eliminação de bactérias nesses órgãos como mostrado pelos resultados de UFC. 
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