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RESUMO



Na tentativa de reduzir os efeitos imunologicos adversos da asplenia cirirgica, tem-se
procurado preservar o maximo de tecido esplénico possivel. Nas situagdes em que se torna
imprescindivel a remocdo de todo o baco, o auto-implante esplénico mostrou-se boa
alternativa para essa finalidade, tendo sido demonstradas histologicamente as etapas de re-
estruturacdo tecidual em individuos sadios submetidos ao procedimento. O objetivo deste
estudo foi comparar, sob o aspecto da regeneracdo histologica, o tecido esplénico auto-
implantado com a por¢do do baco removida e ndo-implantada de camundongos sadios e na
fase cronica da esquistossomose. Trinta e dois camundongos albinos fémeas adultas, de
linhagens ndo-isogénicas foram usados no estudo, 16 deles previamente infectados com
cercarias de S. mansoni. O procedimento cirurgico consistiu de esplenectomia total, seguida
do implante da metade do volume total do bago fatiado em bolsa omental nos animais
portadores de esquistossomose, ¢ de cerca de 2/3 nos animais sadios. Oito semanas apés as
operagoes, os animais foram sacrificados. Foram quatro os subgrupos para o estudo: a por¢ao
ndo-implantada do bago de camundongos sadios (S1), e na fase cronica da esquistossomose
(E1) — os auto-implantes de bacos em animais sadios (S2), e na fase cronica da doenca (E2).
O exame histologico do tecido esplénico auto-implantado no grande omento, revelou
regeneragdo completa, tanto nos animais sadios quanto nos infectados com esquistossomose,
assemelhando-se a estrutura microscépica habitual do bago. As diferengas encontradas nos
auto-implantes em relag@o a por¢ao ndo-implantada do baco foram, basicamente, as alteragdes
relativas a proliferacdo de tecido fibroconjuntivo em decorréncia do processo de regeneracao,
tais como: maior espessura da capsula neoformada, maior ocorréncia de fibrose intersticial,
além de um maior nimero de megacariocitos e de leucocitos polimorfonucleares na polpa
vermelha. Houve maior expressdo de linfocitos de tamanhos médio e grande nos centros
germinativos dos foliculos linféides da por¢do ndo-implantada, do que nos auto-implantes
esplénicos de camundongos com a doenga. Na comparagdo dos subgrupos de animais sadios,
linfécitos extrafoliculares foram mais numerosos nos auto-implantes esplénicos. Entre os
animais sadios € com esquistossomose, as diferencas encontradas foram conseqiientes as
modificagdes parenquimatosas provocadas pela doenca esquistossomotica, e pelo maior
numero de pigmento acastanhado e plasmocitos. Nao existiu diferenca no numero, localiza¢ao
e material antigénico presente nos granulomas esquistossomoéticos esplénicos, ao serem

comparados os auto-implantes e a por¢do ndo-implantada do bago.



ABSTRACT



In order to reduce the adverse immunological effects of surgical asplenic state, it has been
proposed to preserve as much splenic tissue as possible. In situations when the removal of the
whole organ is unavoidable, splenic autoimplantation proved to be a good alternative for this
purpose. The steps of structural reestablishment of the tissue have been histologically shown
in healthy individuals who undergone this procedure. The purpose of this study was to
compare patterns, under the perspective of histological regeneration, between the splenic
autoimplants and the removed and not implanted portion of spleen, both of healthy and
chronically schistosomotic mice. Thirty two adult female mice of non-isogenic strains were
used in the study, 16 of them previously infected with cercariae of S. mansoni. The surgical
procedure consisted of total splenectomy, followed by the implant of 1/2 of the whole spleen
sliced into an omental pouch in the schistosomotic animals, and of about 2/3 of the organ in
the healthy ones. Eight weeks after operations, all animals were sacrificed. Four subgroups
were analyzed: the not implanted portion of the spleen; in healthy mice (S1), and in the
chronic stage of schistosomiasis (E1) — the splenic autoimplants; in healthy animals (S2), and
in those in the chronic stage of disease (E2). Histological analysis of splenic autoimplants into
the greater omentum showed complete regeneration in all animals, similar to the microscopic
structure of the ordinary spleen. The differences found in autoimplants compared to the not
implanted portion of the spleen were, basically, the alterations related to the proliferation of
fibroconnective tissue, such as: greater thickness of the new formed capsule, more interstitial
fibrosis and a higher number of megakaryocytes and polimorphonuclear leucocytes in the red
pulp. There was a higher expression of large and medium lymphocytes in the germinative
centers of the not implanted portion, compared to the splenic autoimplants of infected mice.
Comparison with subgroups of healthy animals showed that extrafollicular lymphocytes
increased in number in the splenic autoimplants. Differences between healthy animals and
those with schistosomiasis were due to parenquimal changes caused by schistosomotic disease
and by a higher number of brown pigment and plasma cells. There was no difference in
number, localization and antigenic material present in the splenic schistosomotic granulomas,

both in not implanted portion of the spleen and autoimplants.
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INTRODUCAO



O bago, 6rgao considerado na antiguidade como “cheio de mistérios” por Galeno, e
como destituido de importancia para a vida até meados do século passado, teve, ao longo dos
anos a sua estrutura, fisiologia e fungdo desvendadas (McCLUSKY et al, 1999). E o maior
orgdo do sistema reticulo-endotelial, desempenha destacado papel no sistema imunologico,
estando envolvido na defesa contra microorganismos sangiiineos circulantes, agindo através
do processo de fagocitose, ou da producdo de anticorpos (BALFANZ et al, 1976; COONEY
et al, 1979).

A remocdo cirirgica do baco pode ser necessaria por diversas razdes, incluindo
traumas (ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968; RABELO; ABRANTES &
DRUMOND, 1991), doengas hematologicas (KING & SHUMACKER, 1952; ERICKSON;
BURGERT JR & LYNN, 1968) e na esquistossomose (BRANDT; TAVARES & FREI
CANECA, 1993; PETROIANU, 2003b).

A esquistossomose mansdnica ¢ endémica em nosso pais; tem no estado de
Pernambuco, localidades com prevaléncia elevada e ainda preocupante, mesmo apds
implantagdo das campanhas de controle, pelos programas nacionais de saude (AMARAL &
PORTO, 1994; FAVRE et al, 2001). A forma hepatoesplénica da fase cronica da doenga,
devido a embolizacdo de ovos na circulagdo porta, com fibrose hepatica e instalagdo de
hipertensdo venosa pré-sinusoidal, exibe alteracdes congestivas, cursando com
hepatomegalia e esplenomegalia, esta ultima também atribuida, a hiperplasia do sistema
reticulo-endotelial e a producdo de gamaglobulina, em decorréncia de estimulagao antigénica
de produtos do parasita de S. mansoni e de seus ovos (ANDRADE, 1962; ANDRADE &
ANDRADE, 1965). Esplenectomia para correcdo do hiperesplenismo e das complicacdes
digestivas hemorragicas, ¢ realizada como uma das opcdes terapéuticas (PETROIANU,

2003b).



Modelo de esquistossomose experimental utilizando camundongo tem se mostrado
apropriado para pesquisa nesta area (ANDRADE, 1962; WU et al, 1982; ANDRADE &
GRIMAUD, 1986; WYLER et al, 1987; SARIN et al, 1991; ANDRADE; SILVA & SOUZA,
1997; COUTINHO et al, 1997).

Estudos t€m questionado a importancia da esplenectomia como fator determinante de
deficiéncia imunologica; o experimento de Morris & Bullock (1919), mostrou a associagdo
entre auséncia do bago ¢ aumento na susceptibilidade a infeccao, teve confirmacédo clinica em
1952 por King & Shumacker, e foi corroborado posteriormente por outros achados de sepse
fulminante em individuos esplenectomizados, em diferentes faixas etarias, sobretudo em
criangas (RABELO; ABRANTES & DRUMOND, 1991; JUGENBURG et al, 1999). A sepse
pode ocorrer até muitos anos depois do procedimento cirurgico, mesmo apds imunizagdo e
antibioticoprofilaxia terem sido instituidas (JUGENBURG et al, 1999). Adicionalmente, foi
verificado que os que desenvolviam esplenose, ou seja, implante acidental de partes do bago
apos ruptura traumatica (BUCHBINDER & LIPKOFF, 1939), exibiam menor risco de
infeccao (DICKERMAN et al, 1979), quando comparados aos que tinham seu bago extirpado,
sem a deteccdo de nenhum tecido esplénico funcional. Porém, casos de septicemia em
humanos sao relatados, mesmo em individuos com tecido esplénico residual e vidvel (RICE &
JAMES, 1980; COHEN & FERRANTE, 1982).

Desta forma, foi despertado o interesse em se conhecer as causas responsaveis pelo
aumento na morbi-mortalidade pds-esplenectomia, os agentes etiologicos implicados, e
alternativas de preservacdo se ndo de todo, pelo menos de parte do tecido esplénico.

Varios estudos experimentais € em humanos foram conduzidos com esses intuitos. Os
microorganismos comumente implicados no processo infeccioso sdo o Streptococcus
pneumoniae (ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968; BALFANZ et al, 1976;

JUGENBURGH et al, 1999) e outros germes encapsulados como o Haemophilus influenza ¢ a



Neisseria meningitides (KING & SCHUMACKER, 1952; ERICKSON; BURGERT JR &
LYNN, 1968). Constituindo-se o modelo com animais submetidos ao desafio bacteriano
pneumocodcico, quer intravenosamente (BRADSHAW & THOMAS JR, 1982a, 1982b;
PATEL et al, 1982; STEELY et al, 1988), quer intra-peritoneal (VEGA et al, 1981), ou sob a
forma aerolizada; a fim de reproduzir um modelo mais proximo da via de infecgdo humana
(DICKERMAN et al, 1979), o mais empregado para analise da suposta protecdo conferida
pelos implantes esplénicos.

Verificou-se que a auséncia do bago estava atrelada a redug@o nos niveis séricos de
imunoglobulinas, a diminuicdo na formacdo de anticorpos, a deficiéncia de tuftisina
(CONSTANTOPOULOS et al, 1973), a auséncia na producdo de substincias leucofilicas,
responsaveis pela opsonizacdo, causando menor remocdo de antigenos sanguineos, ao
surgimento de corpos de Howell-Jolly (BENJAMIN et al, 1978) e de hemacias envelhecidas
no sangue periférico (COHEN & FERRANTE, 1982); com fun¢do imunologica, de filtracao e
fagocitica prejudicadas. Métodos preventivos como a imunizagdo com vacinagdo anti-
pneumocdcica ¢ a terapia antibacteriana profilatica passaram, entdo, a ser indicados em
individuos asplénicos (BALFANZ et al, 1976; AIGNER et al, 1980; JUGENBURGH et al,
1999).

O trabalho de Campos Christo (1962) sobre anatomia segmentar do bago, trouxe
grande contribuicdo para a cirurgia conservadora desse oOrgdo, sugerindo a esplenectomia
parcial no trauma. Alternativas cirirgicas para preservagao do maximo de tecido esplénico
tém sido propostas, incluindo a esplenectomia segmentar, que mantém a vascularizagdo
original do bagco (COONEY et al, 1979; HORTON et al, 1982; PATEL et al,
1982; STEELY et al, 1988) e o auto-implante esplénico, no qual fragmentos de baco

tétm a vascularizagdo interrompida (PERLA, 1936; TAVASSOLI; RATZAN &



CROSBY, 1973; JOHNSON & WEISS, 1989; TORRES et al, 1994; ALVES et al, 1999;
BRANDT et al, 2001; ADEODATO, 2004).

Apesar da grande maioria dos estudos sobre regeneracdo de auto-implante de bago
demonstrar a re-estruturagdo do tecido esplénico, com achados histologicos dos implantes
semelhantes aos dos o¢rgdos normalmente inseridos (PERLA, 1936; DIJKSTRA &
LANGEVOORT, 1982; CARR & TURK, 1992; MAESAWA & SAKUMA, 1992; TORRES
et al, 1994) e funcdes preservadas (CONSTANTOPOULOS et al, 1973; LIKHITE, 1975;
PEARSON et al, 1978; AIGNER et al, 1980; ORDA et al, 1981; DIJKSTRA &
LANGEVOORT, 1982; STEELY et al, 1988; PETROIANU, 2003a), ha ainda controvérsia,
com alguns trabalhos ndo exibindo quadro estrutural dos implantes totalmente definido
(ALVES et al, 1999) e inviabilidade funcional dos mesmos (COHEN & FERRANTE, 1982;
MOORE et al, 1983). Pesquisas sobre regeneracao histologica de tecido esplénico implantado
foram conduzidas apenas em animais sadios, ndo existindo uma analise minuciosa na
literatura, entretanto, em portadores de esquistossomose. Com relagdo a essa doenga ha dados
do processo regenerativo de implante de bago referentes ao restabelecimento da capacidade
funcional (BRANDT et al, 2001; PETROIANU, 2003a), mas ndo sobre o estudo histologico.
Observagdes microscopicas preliminares sdo relatadas no trabalho de Adeodato (2004).

Quanto a localizagdo, o grande omento mostrou-se o sitio mais apropriado para a
implantagdo quando comparado a outros locais (IINUMA et al, 1992), por sua rica
vascularizagdo, com facil re-integracdo do tecido (RODRIGUES et al, 1991; INUMA et al,
1992) e manuteng@o do mesmo na circulagdo porta (VEGA et al, 1981; PATEL et al, 1982).

Estudos sobre a regeneracdo do tecido esplénico implantado, realizado de forma
seqiiencial em animais de experimentagcdo, mostraram que esse processo desenvolve-se em
duas etapas: a principio, ocorre a necrose quase completa do implante avascular e,

posteriormente, a regeneragao se processa centripetamente, a partir de estreita faixa de tecido



viavel em sua por¢do mais externa, estabelecendo anastomoses com os vasos do tecido
circundante, que penetram o implante (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973;
DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982; TORRES et al, 1994; PETROIANU, 2003a).
Reconhecendo o papel do baco na defesa imunoldgica, a importancia da sua
preservagao na tentativa de evitar infeccdo bacteriana pds-esplenectomia ¢ o ndo relato na
literatura mundial de estudo histologico sobre regeneracdo de auto-implante esplénico em
portadores de esquistossomose, um modelo animal foi criado; usando camundongos sadios e
com esquistossomose na fase cronica da doenga, com o proposito de comparar, sob o aspecto
da regeneragdo histologica, o tecido esplénico obtido de auto-implantes oito semanas apos as
operagdes, com a por¢ao do baco removida durante realizacdo de esplenectomia e nao

implantada dos respectivos animais.



LITERATURA



2.1 Forma hepatoesplénica da esquistossomose mansonica

A esquistossomose, doenca antiga, detectada em mumias egipcias de pessoas que
viveram por volta do ano de 3.500 a.C.; teve seu agente etiologico, verme trematddeo,
descoberto a necropsia por Theodore Bilharz, em 1851, no Egito, em vasos mesentéricos. No
Brasil, acredita-se ter sido introduzida pelos portos de Salvador e do Recife, com o comércio e
trafico de escravos africanos. Foi reconhecida sua existéncia no pais em 1907, sendo
confirmada em 1908, quando da descricdo pelo médico baiano Piraja da Silva, do verme
adulto de Schistosoma mansoni (AMARAL & PORTO, 1994).

A area com maior possibilidade de transmissdo da esquistossomose compreende 17
das 27 Unidades Federadas do Brasil. No Nordeste, regido do pais onde a doenca apresenta a
maior prevaléncia, a contaminacdo ¢ propiciada pela precariedade de condigdes sanitarias e
pela falta de conscientizacdo da populacdo a respeito da doenga (AMARAL & PORTO,
1994).

Para a populagdo brasileira, foi estimado em 7,1 milhdes o niimero de portadores de
esquistossomose em 1996 e em 6,3 milhdes em 1997 (KATZ & PEIXOTO, 2000). Admite-se
que no Brasil existam acima de 100.000 portadores de hipertensdo por esquistossomose
hepatoesplénica, potenciais candidatos ao tratamento cirargico (KELNER, 1992). Em
Pernambuco, assim como em outros estados do pais, a esquistossomose constitui-se em
problema de Saude Publica; sdo altos os percentuais de localidades com prevaléncia elevada,
com varios municipios hiperendémicos e com taxas de mortalidade altas, mesmo com a
morbidade das formas graves e a taxa de mortalidade terem mostrado tendéncia descendente
no Pais, a partir de 1989 (AMARAL & PORTO, 1994). A area endémica da doenca em PE,

abrange o conjunto de localidades desde o Litoral até parte do Agreste, correspondente a



17,5% do total do Estado, abrangendo 47% dos municipios, dos quais a maioria estd situada
na zona Litoral Mata (FAVRE et al, 2001).

Cinco foram as campanhas de controle quimioterapico desenvolvidas pelos programas
nacionais de saude entre 1977 e 1996. Em 1975 foi implementado o Programa Especial de
Controle da Esquistossomose (PECE), apresentando fases: preparatoria (1976-1977), de
ataque (1978) e de vigilancia (1979-1980) As suas acdes em PE reduziram substancialmente a
prevaléncia da esquistossomose na grande maioria dos municipios do estado, permitindo
identificar e delimitar a area endémica da doenca. Em 1980, o PECE assumiu caracteristicas
mais perenes, tornando-se o Programa de Controle da Esquistossomose (PCE), cuja primeira
fase ocorreu no periodo de 1980-1986, e segunda fase a partir de 1991. Apesar de ter havido
diminui¢do da prevaléncia da doenca em ambas as zonas Litoral-Mata e Agreste, a maior
parte dos municipios ainda possui localidades com prevaléncia acima de 50% (FAVRE et al,
2001). Desde 1993 vem sendo implementada a descentralizagdo das agdes de controle da
esquistossomose, intensificando-se as mesmas, a partir de 1999, quando as Secretarias
Municipais passaram a assumir gradativamente o controle desta endemia em seus territorios
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Na cadeia epidemiolédgica da esquistossomose, o caramujo funciona como hospedeiro
intermediario (tendo como espécies de importancia epidemioldgica: Biomphalaria glabrata,
Biomphalaria straminea e Biomphalaria tenagophila), o homem como hospedeiro definitivo
¢ a agua do meio ambiente, quando contaminada por miracideos e cercarias, como veiculo de
transmissao para ambos os hospedeiros (AMARAL & PORTO, 1994).

No ciclo de vida do S. mansoni no hospedeiro humano, as cercarias apds serem
liberadas dos caramujos e sob estimulo fototropico da luz solar, penetram a pele ou as
membranas mucosas do homem, sendo algumas vezes acompanhada por prurido leve e

eritema puntiforme. As metacercarias ou esquistossomulos, migram através do sistema



venoso e linfatico para os pulmdes, passam para o lado esquerdo do coragdo e circulagdo
geral, e finalmente alcangam as veias portais intra-hepaticas, onde maturam em vermes
adultos fémeas e machos cerca de 27 a 28 dias ap6s sua entrada. Migram contra a corrente
sanguinea, se acasalam nos vasos mesentéricos, principalmente na veia mesentérica inferior e
nos vasos hemorroidarios, ¢ apds a fertilizacao, fémeas se alojam em pequenos ramos dessas
veias para oviposi¢do, sobretudo na submucosa e na mucosa do colon distal e reto (DIAZ-
RIVERA et al, 1957; RASO, 1995). Cerca de 25% dos ovos eliminados pelos parasitos e
vermes mortos abandonam a veia mesentérica inferior e sdo levados pelo fluxo do sangue
portal em dire¢do ao figado até serem retidos nas finas ramificagdes terminais da veia porta
(KELNER, 1992).

A fase aguda da infec¢do esquistossomotica passa por trés periodos curtos, que
correspondem a passagem de esquistossomulos através da pele, dos pulmdes e o seu
estabelecimento no sistema venoso mesentérico. E totalmente desenvolvida, mediante a
macica liberagdo de antigenos dos ovos com a oviposi¢do. Apds a fase hiperérgica aguda,
insidiosa ¢ freqlientemente ndo reconhecida, advém a fase cronica da doenga, correspondendo
ao estabelecimento de um equilibrio relativo que envolve regulacdo complexa da resposta do
hospedeiro ao parasita, com reducdo das respostas sist€émicas e delimitacdo da reacdo aos

sitios habitados pelos parasitas ou envolvidos pelos seus ovos (BOROJEVIC, 1992).

Alteracdes vasculares (angiogénese, fleboesclerose, estreitamento e oclusdo) ocorrem
devido a obstrucado subita e disseminada de radiculas portais pelos granulomas periovulares. O
desenvolvimento seqiiencial de obstru¢do da veia porta intra-hepatica, seguida pela abertura
de veias colaterais periportais e continua chegada de ovos de S. mansoni, sendo alojados
nessas colaterais, ¢ de fundamental importancia na patogénese da fibrose "pipestem". Embora
carga parasitaria seja um dos principais fatores da patogénese da fibrose hepatica; este fator

sozinho ndo ¢ suficiente para produzir esta lesdo caracteristica (ANDRADE; SILVA &



SOUZA, 1997). Reagdo do hospedeiro ¢ também requerida para o desenvolvimento da
classica e sistematizada fibrose periportal, uma vez que ma nutricdo inibe o seu
desenvolvimento, provavelmente por deprimir as respostas imunoldgicas, como observadas na
reducdo do tamanho e alteragdo na composi¢do dos granulomas periovulares (COUTINHO et
al, 1997).

Avaliagdo ultra-sonografica tem sido utilizada para monitorizagdo da condigdo
hemodinamica portal em pacientes esquistossomoticos, revelando diminuicdo significativa da
média dos diametros da veia porta e discreto aumento do didmetro da artéria hepatica
(BRANDT; TAVARES & FREI CANECA, 1993).

As repercusdes funcionais da hipertensdo porta sobre o sistema circulatério venoso
inclui: dilatacdo e tortuosidade das veias, desde as esofagicas e gastricas até as retais
superiores (hemorroidarias internas). Com varizes presentes em todo o sistema digestivo e
neoformagdes venosas e varicosidades no pediculo esplénico, em torno do bago, em todo o
retroperitonio e na parede abdominal anterior (PETROIANU, 2003b). A obstrugdo vascular
secundaria aos efeitos dos ovos de S. mansoni nas vénulas portais, gerando hipertensio portal
¢ apontada como a responsavel pelas varizes esofageanas e pelo hiperesplenismo secundario
(DIAZ-RIVERA et al, 1957).

Entre as afeccdes que podem cursar com hipertensdo do sistema porta e estado
circulatorio hiperdinamico, destaca-se a forma hepatoesplénica da esquistossomose
(FHE) (SARIN et al, 1991), clinicamente caracterizada por hepatoesplenomegalia, com
variaveis graus de pancitopenia e de hiperesplenismo, usualmente na auséncia de
faléncia hepato-celular (DIAZ-RIVERA et al, 1957; ANDRADE, SILVA & SOUZA,

1997). A complicagdo mais grave ¢ a hemorragia, que ocorre em menos de 10% dos



portadores e tem sido mais encontrada no eséfago inferior e na parte alta do estomago (cardia
e fundo), a partir de veias neoformadas de paredes mais frageis (PETROIANU, 2003b), sendo
considerada a jungdo eséfago-gastrica como “zona vulneravel” (KELNER, 1992).

A base anatomica da FHE ¢ representada pela lesdo descrita por Symmers, em 1904,
sob o nome de “clay-pipe stem cirrhosis”, classicamente conhecida como fibrose de Symmers
(RASO, 1995). Estudo anatomopatologico de figados da FHE, revela a macroscopia, tecido
fibroso esbranquicado, formando placas, as quais alargam os espagos portais. Pela
microscopia Optica, granulomas periovulares e fibrose distribuem-se preferencialmente ao
longo dos espagos portais (ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997; COUTINHO et al, 1997).
Estes espagos apresentam-se alargados pela fibrose e sobressaem como areas estreladas
densas (ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997). Ramos da veia porta podem mostrar varias
lesdes, incluindo peri-flebite, endo-flebite, e obstru¢do por granulomas. Dilatacdo e
espessamento intimal de ramos principais da veia porta, ¢ formacdo de novos canais
vasculares congestos e de paredes finas, constituem a neoangiogénese. Infiltragdo portal focal
ou difusa, geralmente pouco proeminente, ¢ formada por linfocitos, leucdcitos eosinodfilos
polimorfonucleares e plasmocitos. Observa-se ainda proliferacio de ductos biliares
(COUTINHO et al, 1997) e a presenca de pigmento esquistossomotico, de colorag@o castanho
escura em células fagocitarias e nos granulomas, também presente nos bagos (RASO, 1995).

No processo desencadeador da fibrose, a secrecdo simultdnea de fatores especificos
dos ovos e citocinas agindo nas células teciduais conjuntivas, induz a secrecao local de
multiplos componentes da matriz conjuntiva (glicosaminoglicans, glicoproteinas tais como
fibronectina, laminina, isotipos de colageno) (NISHIMURA et al, 1985; GRIMAUD et al,
1987). O material derivado do ovo possui fator fibrogénico podendo agir diretamente sobre as
células envolvidas na fibrogénese ou através de um mecanismo antigénico envolvendo

linfécitos T sensibilizados e macrofagos (RASO, 1995).



A esplenomegalia ¢ atribuida a congestdo causada pela hipertensdo portal devido a
acdo mecanica (obstrutiva) de ovos e/ou parasitas na circulagdo porta intra-hepatica,
combinada a hiperplasia do sistema reticulo-endotelial esplénico, em reagdo a antigenos
liberados pelos vermes e seus ovos, quando destruidos nos tecidos, estimulando a producao de
anticorpos especificos (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1961) e ao estado
de hipersensibilidade associado a essa resposta imunoldgica (ZWINGENBERGER et al,
1988). A ocorréncia de hiperplasia esplénica difusa, ainda em estagios precoces da infeccdo
esquistossomotica, antes mesmo da oviposi¢do, demonstra que a reagdo no baco ocorre
inicialmente contra produtos circulantes originados dos parasitas (MAGALHAES FILHO &
COUTINHO-ABATH, 1961).

Através de métodos imunocitoquimicos em modelo de esquistossomose experimental,
foi observada a presenca de gamaglobulina em células mesenquimais de figado e de bago e
em granulomas hepaticos. Células contendo gamaglobulina na polpa vermelha do bago
aumentaram progressivamente em numero, com a duragdo da infecgdo, coincidindo com o
aumento progressivo do peso ¢ da consisténcia do 6rgdo, ¢ com a hiperplasia reticulo-
endotelial, a plasmocitose, a congestdo passiva cronica, a atrofia linfoide, o aumento nas
fibras de colageno e de reticulina (ANDRADE, 1962) e o desenvolvimento de granulomas
(ANDRADE & ANDRADE, 1965).

Na produgdo de imunoglobulinas, esta implicada a estimulagdo policlonal de células
B esplénicas. A despeito de ativacdo ndo-especifica do sistema imune, modulagao programada
e controlada de respostas, a nivel sistémico e periférico, € detectada ao longo da evolugdo da
doenca; da fase aguda para a cronica e para a cronica tardia. Esplenomegalia ¢ acompanhada
por aumento no numero total de linfocitos no bago, com maior quantidade de células B, em
relagdo as T, em todas as fases da doenca. Ativacdo linfocitaria (estimada pela quantificacao

de linfocitos ‘“grandes”) esta consideravelmente aumentada no baco de camundongos



infectados, devido a ambas subpopulacdes de células B e T; com ativagdo de células B sendo
mantida ao passar da fase aguda para a cronica, enquanto ativagdo de célula T exibe
progressiva diminuicdo (EL-CHEIKH et al, 1994). De acordo com a ativagdo celular e
produgdo de imunoglobulinas, pode-se inferir que a evolugdo para a fase cronica leve a
modificagdo do subtipo linfocitario TH, com diminui¢do progressiva do caracteristico TH2 da
fase aguda e aumento na regulacdo do subtipo TH1 (BOROJEVIC, 1992; EL-CHEIKH et al,
1994).

Sobre o conceito de que a esplenomegalia macroscopica vista na esquistossomose tem
base imunologica, Mahmoud & Woodruff (1978) verificaram que o estidgio precoce de
aumento no peso do baco acontecia antes de qualquer evidéncia de patologia hepatica causada
pelo bloqueio pré-sinusoidal devido a presengca de ovo de S. mansoni no figado, com a
subseqiiente hipertensdo porta. O aumento no peso esplénico relativo, expressado pela
percentagem do peso do bago pelo peso do corpo, foi estatisticamente significativo nos
esquistossométicos, quando comparados aos nao infectados; sendo ainda maior essa diferenca
com o aumento da duragdo da infeccdo para 8 a 12 semanas. Com a administracdo de um
potente imunossupressor, o 6-Mercaptopurina, foram abolidos os estagios precoces da
esplenomegalia. Posteriormente no curso da infec¢@o, € com a continua deposi¢do de ovos no
parénquima hepatico, existiu um rapido aumento no peso esplénico, indicando que a
esplenomegalia depende ndo apenas de fatores ligados ao parasita, mas também das respostas
imunes do hospedeiro a infec¢do, resultando também da fagocitose no bago, de eritrocitos
danificados na circulacdo, e ndo principalmente da hipertensao portal.

Métodos histoquimicos demonstraram que a esplenomegalia esquistossomoética deve-
se inicialmente a estimulagdo antigénica do tecido linfo-reticular, surgindo tardiamente no
curso da infecg@o, os aspectos congestivos (ANDRADE, 1962), e verificaram que células

reticulares sdo mais numerosas do que o suposto, pelo emprego de métodos histologicos,



revelando a natureza reticular de células fusiformes, comprimidas pela distensdo dos seios
venosos e confundidas com fibroblastos (ANDRADE & ANDRADE, 1965).

O granuloma esquistossomoético ao ovo ¢ apontado com uma fonte rica de moléculas
biologicamente ativas que estimulam in vitro uma variedade de fungdes fibroblasticas, as
quais sdo importantes na formacao das cicatrizes. Se estes fatores forem também secretados in
vivo, € provavel que participem na patogénese da fibrose tecidual na esquistossomose, e
possam servir como um modelo apropriado para estudar caracteristicas imunomoduladoras da
interacdo entre inflamagao cronica e fibrose (WYLER et al, 1987).

Este processo granulomatoso observado na esquistossomose, estd sob controle da
regulagdo imunologica, consistindo o granuloma numa manifestacio de reagao de
hipersensibilidade retardada (WARREN; DOMINGO & COWAN, 1967). O mesmo apresenta
fases de matura¢dao ¢ de involucao (HSU et al, 1972; LENZI; SOBRAL & LENZI, 1987,
RASO, 1995), sendo apontado como sitio de sintese de fatores estimuladores de fibroblastos
para a producgdo de fibronectina e coldgeno (WYLER et al, 1987). Fibronectina e colageno
tipo III sdo alguns dos componentes das fibras de reticulina, de natureza heterdloga (AL
ADNANI, 1985; PARISE et al, 1985). No entanto, os granulomas mostram-se capazes de
secretar além de fatores que estimulam a sintese do colageno (WYLER et al, 1987), também
proteases colagenoliticas para a sua degradacdo (TAKAHASHI; DUNN & SEIFTER, 1980;
TRUDEN & BOROS, 1985), ocorrendo um balango entre sintese e digestdo de elementos
estruturais da matriz extracelular (TAKAHASHI; DUNN & SEIFTER, 1980).

Com a progressdo da doenca esquistossomotica, o granuloma periovular hepatico
passa por modificagdes no tamanho, na composi¢do celular e no aspecto. Sendo esse
fendmeno denominado de “modulagdo imunoldgica”. Ocorrem alteragcdes nos tipos de
colageno encontrados dentro das lesdes do figado (WU et al, 1982; RASO et al, 1983; AL

ADNANI, 1985; JUNQUEIRA et al, 1986; GRIMAUD et al, 1987). Métodos bioquimicos



(WU et al, 1982) e imunocitoquimicos (ANDRADE & GRIMAUD, 1986) tém mostrado que
a matriz do granuloma periovular nos estagios precoces da infeccdo, contém grande
quantidade de colageno tipo III. Coladgeno tipo I estd presente em menor quantidade, mas
gradualmente aumenta com a evolucdo da infeccdo (WU et al, 1982; ANDRADE &
GRIMAUD, 1986; SILVA et al, 2000) ¢ tipo IV (WU et al, 1982; PARISE et al, 1985;
ANDRADE & GRIMAUD, 1986; ANDRADE & GRIMAUD, 1988) e laminina (SILVA et
al, 2000) sdo escassos ou estdo ausentes (AL ADNANI, 1985). A grande quantidade de matriz
extracelular consiste na principal alteracdo responsavel pelo aspecto morfolégico da
modulagdo (SILVA et al, 2000).

A evolugao da resposta do hospedeiro aos ovos de S. mansoni em animais
experimentais, ¢ dividida em cinco estagios segundo Hsu et al, (1972): a) estagio fracamente
reativo ou ndo reativo, quando os ovos sdo imaturos, ao mesmo tempo que gradualmente
atraem cé¢lulas mononucleares, neutrofilos e eosinodfilos; b) estagio exsudativo, quando os
ovos estdo maduros e sdo circundados por um microabscesso, com muitos neutréfilos e alguns
eosinodfilos; ¢) estagio exsudativo-produtivo, quando os histidcitos e as células epitelidides
envolvem o ovo e o microabscesso, € sdo, por sua vez, circundados por fibroblastos; d)
estagio produtivo, o granuloma ao redor dos ovos consiste de trés zonas: uma interna de
células epitelidides, histiocitos e ocasionalmente células gigantes; uma intermedidria de
fibroblastos ¢ uma externa de linfocitos, histiocitos, plasmocitos e alguns eosinofilos. O
miracidio pode estar vivo ou morto durante este estagio; e) estagio de involug¢do, quando o
ovo ¢ reduzido em tamanho, estd usualmente desintegrado e a casca estd circundada por
algumas fibras colagenas.

Em todos os estagios, mesmo apds 134 semanas de infec¢@o, a deposi¢cdo continua de

novos ovos causa granulomas exsudativos, exsudativo-produtivos, proliferativos e cicatriciais.



O estagio final da reacdo periovular pode apresentar trés diferentes padrdes: a) cicatriz
espessa; b) cicatriz fina (ou cicatriz residual) e ¢) pigmentada residual (LENZI et al, 1987).

Estudos tém demonstrado a maior freqiiéncia de complicagdes infecciosas no paciente
esquistossomotico, tanto clinicas, na fase aguda da doenga (GAZZINELLI et al, 1985;
LAMBERTUCCI, 1993), como cirargicas na fase crénica (FERRAZ et al, 1991; FERRAZ et
al, 1982; FERRAZ et al, 1993), quando comparado a populacdo geral. Apresentando os
portadores de hipertensdo portal esquistossomotica, risco significativamente maior de
infeccdo de ferida, quando submetidos a cirurgia limpa, limpa-contaminada ou contaminada,
em relagdo a pacientes portadores de outras patologias submetidos aos mesmos tipos de
intervencdo (FERRAZ et al, 1982) Todavia, esse maior risco para infeccdo de ferida pode
estar relacionado ao ato operatorio de esplenectomia e ndo a doenca esquistossomotica
(FERRAZ et al, 1991).

Lambertucci et al, em 1990, de Belo Horizonte, descreveram a associacdo da presenca
de abscessos hepaticos multiplos em pacientes esquistossomoticos na fase aguda.

Lima & Maluf (1995), em relato de caso isolado, descreveram a associagdo de multiplos
abscessos hepaticos e esquistossomose cronica, excluida a associacdo de outras doengas
sistémicas.

Musso et al (1996), no Espirito Santo, examinaram retrospectivamente 65 casos de
abscessos hepaticos em criangas, verificando sua associacdo com S. mansoni através da
pesquisa de ovos do parasita em amostras de fezes; em 29 desses pacientes, cujas culturas
identificaram a etiologia estafilococica do abscesso, o parasita ndo foi visualizado nas
amostras das fezes.

Em relato de caso foi sugerido ser a esquistossomose, na sua forma cronica, causa
predisponente para a formacdo de abscessos hepaticos piogénicos multiplos, principalmente

em regioes endémicas (LIMA & MALUF, 1995; MENDES; NETO & LEAL, 1999).



Concernente ao diagnostico desta doenca, usualmente emprega-se método de exame
coproscopico Kato-Katz em amostras de fezes (ZWINGENBEGER et al, 1988; AMARAL &
PORTO, 1994; KATZ & PEIXOTO, 2000). De forma mais invasiva, confirmacdo pode ser

feita através de bidpsia retal ou hepatica (DIAZ-RIVERA et al, 1957).

No que diz respeito ao tratamento clinico para esta parasitose, o medicamentoso €
realizado com Oxaminiquine ou Praziquantel (ZWINGENBEGER et al, 1988; AMARAL &
PORTO, 1994). O Oxamniquine consiste em droga eficaz, segura e de facil administracao, na
dose tnica de 20 mg/kg para criancas ¢ 15 mg/kg para adultos (AMARAL & PORTO, 1994).
Mais recentemente, em estudo realizado na zona canavieira de Pernambuco, o Praziquantel
(60 mg/kg) vem sendo introduzido em campanhas desenvolvidas pela Fundac¢do Nacional de
Saude (Funasa) em substituicdo ao Oxamniquine, com reducdo de todos os indices de
infeccdo no seguimento clinico, quais sejam: prevaléncia e intensidade da infec¢do e de re-
infec¢do, além de aumento na negativacao da doenga (BECK et al, 2001).

Com a instituicdo do tratamento curativo, ha consideravel diminuicdo nas alteracdes
inflamatorias, tanto nos granulomas, quanto nos espacos porta, sem causar aumento na
intensidade das lesdes hepaticas, pela desintegracdo dos vermes e pela liberagdo de produtos
toxicos e antigénicos (ANDRADE & GRIMAUD, 1986).

H4, no entanto, estudo murino demonstrando que apos tratamento quimioterapico para
essa parasitose, ndo ha modificagdo qualitativa no granuloma periovular. Uma vez que,
durante a evolucao espontanea do granuloma no figado, este passa por fases de inflamagdo, de
fibrogénese aumentada, de morte do miracideo e de reabsorgdo parcial ou total da fibrose;
com o tratamento apenas provocando a reabsor¢cdo incompleta da fibrose em todos os
granulomas ao mesmo tempo (ANDRADE & GRIMAUD, 1986, 1988).

A esplenectomia exclusiva foi a intervencdo cirurgica mais utilizada na hipertensdo

portal causada pela esquistossomose hepatoesplénica. E insatisfatéria nos casos com



antecedentes de hemorragia digestiva alta, em decorréncia de recidiva em cerca de 50% a
60% desses e proporciona resultados favoraveis nos portadores sem antecedentes de
sangramento digestivo. Dentre as opg¢des cirurgicas paliativas que foram recomendadas
quando de episodios hemorragicos prévios, esta a esplenectomia associada a ligadura
intraesofagiana de varizes do es6fago (KELNER, 1992). Esta consiste na grande contribui¢cao
do Prof. Salomao Kelner ao tratamento cirirgico da esquistossomose, operacdo que leva o seu
nome ¢ adotada por muito tempo como a de escolha na hemorragia por ruptura de varizes de
esofago, decorrente de hipertensdo portal e rebelde as medidas conservadoras na urgéncia.
Fundamenta-se na associa¢do dos beneficios da esplenectomia com um tratamento local das
varizes na chamada “zona vulneravel”. Este mesmo procedimento foi ainda indicado em
carater eletivo, nos pacientes que apresentaram mais de um episodio de sangramento, por
ruptura de varizes do es6fago, mesmo que controlado agudamente na urgéncia com a
terapéutica clinica instituida. A esplenectomia também passou a ser uma indicacdo cirurgica
nos portadores de esquistossomose na fase cronica que desenvolvem o hiperesplenismo como
complicagdo da sua doenga. A remog¢ao do bacgo hiperfuncionante nesses pacientes leva a
normaliza¢do do niimero de elementos figurados do sangue, destruidos inadequadamente pela
hiperatividade esplénica (KELNER & SILVEIRA, 1997).

Associada a esplenectomia total pode ser realizada além da ligadura da veia gastrica
esquerda, o auto-implante no grande epiplon de parte do bago, em casos de hemorragia
digestiva alta por hipertensdo portal esquistossomodtica (BRANDT; TAVARES & FREI
CANECA, 1993).

Petroianu (2003b) considera o melhor tratamento cirurgico para hipertensdo portal na
esquistossomose, a realiza¢do de esplenectomia subtotal e ligadura de vasos do estdmago e do

esofago para desconexdo portavarizes, com sutura continua de todas as varizes gastricas até o



esofago distal. A presencga de varizes ou a esplenomegalia por si s6, ndo constituem indicagdo
cirargica.

Sendo a esplenectomia inevitavel, pode-se optar por abordagens conservadoras de
preservacdo de tecido esplénico por meio de esplenectomia subtotal ¢ de auto-implantes,

reduzindo-se assim as graves adversidades da asplenia cirargica (PETROIANU, 2003a).

2.2 Modelos animais de experimentaciao

Estudo experimental em animais permite que modelos inéditos sejam testados
(ADEODATO, 2004), ¢ justificado por conferir o aprendizado no animal vivo, e assim ser o
método preferivel na substituicdo do treinamento em anima nobili. No entanto, por vezes
percebe-se restricdo ou inibicdo no uso de animais na area cientifica por reducdo de custos,
racionalizagio do uso de animais e respeito humanitario aos mesmos (CAMARA &
COELHO, 2003).

Experimentacdo em modelo animal com camundongos mostrou-se a mais apropriada
para se estudar a hemodinamica portal na fase cronica da esquistossomose, ja que mimetiza os
achados clinicos e patologicos da doenca em humanos (SARIN et al, 1991). A fibrose
periportal em camundongos observada nestes estudos, se constitui em um bom modelo
experimental, pois ¢ reprodutivel de forma pratica, e em base de beneficio do custo
operacional, o melhor disponivel (COUTINHO et al, 1997; ADEODATO, 2004).

Os modelos murinos foram utilizados de forma ampla na esquistossomose, com
investigacdo de aspectos relacionados a patogénese e as alteragcdes histologicas da
esplenomegalia (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1960; ANDRADE, 1962),
a fibrose “pipestem” do figado (WYLER et al, 1987; ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997,

COUTINHO et al, 1997) e aos isotipos de colageno da fibrose hepatica (WU et al, 1982;



ANDRADE & GRIMAUD, 1986; SILVA et al, 2000). Verifica-se concordancia no estudo
sobre patogénese da fibrose esquistossomotica, quando investigada através de modelo animal
(ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997) e por meio de material de necrdpsia em humanos
(MAGALHAES FILHO; MENEZES & BARROS COELHO, 1960).

O tipo de granuloma mais estudado ¢ o periovular hepatico esquistossomotico devido
as facilidades na obteng¢do em camundongos, ao isolamento em grandes quantidades e a
reproducdo in vitro, tornando-se um modelo para estudos sobre matriz extracelular e para
fatores soluveis envolvidos na estimulagdo fibroblastica e sintese colagena (WYLER et al,
1987), que inclui a seqiiéncia de deposicdo dos tipos geneticamente diferentes de colageno, ¢
a fisiopatologia da degradacao da matriz extracelular (ANDRADE & GRIMAUD, 1986).

Pesquisas em diferentes espécies animais tém permitido o melhor entendimento da
estrutura e da funcdo do bago humano, testando hipdteses em modelos experimentais
(CLAASSEN, 1991; TIMENS, 1991; PETROIANU, 1993), ¢ dessa forma, demonstrando a
necessidade de preservagdo de tecido esplénico, passando-se a realizar menor nimero de
esplenectomia total, maior niumero de esplenectomia parcial (PETROIANU, 1993) ou de
auto-implantes (CLAASSEN, 1991). No entanto, informag¢des obtidas em uma dada espécie
nem sempre podem ser transportadas em sua integra para uma outra, necessitando prudéncia
na extrapolacdo de dados obtidos de experimentagdo animal para situagdo humana (COHEN
& FERRANTE, 1982; CLAASSEN, 1991; TIMENS, 1991).

Dentre os animais de experimentacdo, o rato em particular, promove um modelo
animal atrativo para estudo do bago, devido as similaridades na populagdo dos
compartimentos celulares (TIMENS, 1991). Além desta espécie animal, outros mamiferos ja

foram utilizados, incluindo cobaias, coelhos, gatos e cdes (PETROIANU, 1993).



Apesar das similaridades existentes entre diferentes espécies, no que diz respeito a
fungdo das células esplénicas, pesquisas mais detalhadas ainda sdo necessarias (CLAASSEN,
1991).

Verificou-se que os efeitos da esplenectomia na imunidade humoral, como defeitos na
opsonizagdo, no sistema de complemento, nos anticorpos e na fagocitose, exibem resultados
semelhantes entre os humanos e os animais de experimentacdo. De forma similar, sdo também
a resposta a vacina e as taxas de infeccdo causadas por organismos encapsulados e parasitas
intra-eritrocitarios. Em nenhum modelo animal, entretanto, ¢ o efeito da esplenectomia na
imunidade celular totalmente esclarecido (FRANCKE & NEU, 1981).

Nas diferengas observadas entre espécies, as células midides no reticulo da polpa
vermelha esplénica presentes no homem ndo desempenham atividade contratil e conjectura-
se, portanto, que o bago humano ndo exerce papel importante como reservatorio de sangue,
como o observado em outras espécies animais (TIMENS, 1991). Outras diferencas abrangem
a ndo-visualizag@o histologica do seio marginal na polpa branca de bagos humanos, estando

este presente nos bacos de roedores (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997).

2.3 Importancia funcional da preservacao de tecido esplénico

Nao ha mengdo do bago na Biblia, mas a anatomia, fun¢do e acometimento deste
orgao foram discutidos em alguns trechos no Talmud da Babilonia (2° a 6° séculos)
(ROSNER, 1972).

Filésofos como Hipocrates e Platdo atribuiram ao bago a funcdo de absorcdo, tendo
sido Aristoteles o primeiro a especular sobre esta funcdo, denominando o bago de “figado
bastardo”. Galeno adicionalmente, postulou uma direta relagdo com o figado, proscrevendo a

atividade digestiva do bago. No entanto, as similaridades entre os dois 6rgdos foram refutadas



por Andreas Vesalius, com formulagdo de uma teoria sanguinea esplénica. Para Harvey, o
baco continuava a servir para modificar o sangue, quer através de filtracdo direta ou indireta.
Wharton, Bartholin e Schenck postularam atividade secretoria para o mesmo. As idéias de
Hewson foram usadas como ponto de partida para pesquisa na natureza linfatica da fisiologia
esplénica e seu papel na hematopoese (McCLUSKY et al, 1999).

Dentre as principais fun¢des desempenhadas pelo bago estdo: a de filtracdo do sangue,
realizada pelos macrofagos dos capilares embainhados, pelos corddes da polpa vermelha e
pelo endotélio sinusal (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997), com capacidade de fagocitose
de antigenos pobremente opsonizados, facilitada pela lentificagdo do fluxo sanguineo ao
passar pela estrutura da polpa vermelha esplénica (TIMENS, 1991), com remocdo de
antigenos nao especificos de patogenos (DIJKSTRA & KRAAL, 1991); a de remocao de
globulos vermelhos envelhecidos da corrente circulatéria, com producdo a partir da
hemoglobina, de bilirrubina para ser utilizada pelo figado e com extracdo de ferro para ser
utilizado na génese de novos globulos vermelhos pela medula 6ssea (HAM, 1967); a de
funcdo imunoldgica, como produtor de cé¢lulas B ¢ T (HAM, 1967; VAN KRIEKEN & TE
VELDE, 1997), desempenhando importante papel na resposta precoce do sistema imune
(VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997), sobretudo na zona marginal contendo células B e
células apresentadoras de antigeno, na indugdo aos antigenos pobremente imunogénicos
(TIMENS, 1991); a de hematopoese, observada em humanos durante a vida fetal e sob certas
condigdes patologicas, estando sobretudo presente em bagos de roedores; a de fungdo de
reservatorio de fator VIII, plaquetas, granulocitos e ferro, ndo sendo importante como
reservatorio de sangue em humanos (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997).

O bago ¢ necessario para a elaborag@o de substancias que favorecem a opsonizagao de
organismos encapsulados, sendo o principal sitio de fagocitose (FRANCKE & NEU, 1981).

Através da fagocitose pelos macréfagos esplénicos, o sangue ¢ depurado de células anormais,



de parasitas ¢ de particulas estranhas ao organismo. Nao existe segmentagdo funcional do
bago quanto a propriedade fagocitaria (PETROIANU, 1993).

Este o6rgdo ja foi no passado, acreditado como produtor do riso ¢ da gargalhada.
Individuos com bago intumescido teriam riso tolo e, se o tumor esplénico fosse extirpado, o
riso iria cessar, passando a exibir aparéncia sisuda em suas faces (ROSNER, 1972).

A despeito de suas fungdes, a importancia do bago passou realmente a ser entendida
quando King & Shumacker (1952), documentaram infec¢do fulminante pds-esplenectomia em
cinco criangas abaixo de seis meses de idade, submetidas a este procedimento devido a
anemia hemolitica congénita. Com ocorréncia de dois obitos e cultura sanguinea identificando
Haemophilus influenzae ¢ meningococo. Posteriormente seguiram-se outros relatos
(ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968).

A freqiiéncia mais elevada de sepse pos-esplenectomia ocorre dentro dos dois anos
seguintes a operacdo, de forma ainda mais precoce quando imunizacdo nao ¢ realizada
(JUGENBURGH et al, 1999). Numa série composta por 1467 pacientes, a frequéncia total de
infec¢do grave apos esplenectomia foi de 2,8%, sendo de 1,1% nos com 01 ano de vida ou
mais (ERICKSON, BURGERT JR & LYNN, 1968).

Pacientes de 0 a 5 anos ao tempo da esplenectomia apresentaram maior taxa de
infeccdo que pacientes mais velhos. Imunizagdo pneumocoécica precoce esteve associada a
baixo risco de infecgdo, quer pré ou pds-operatoriamente. Entretanto, imunizagdo realizada
antes da cirurgia conferiu menor chance em desenvolver séria infeccdo (JUGENBURGH et al,
1999).

Devido a possibilidade de infec¢do fulminante pds-esplenectomia, a qual ndo esta
restrita apenas a criangas (MOORE et al, 1983), e estando diante da necessidade de remogao
do bago em varias situagdes, quer por injurias traumaticas (ERICKSON; BURGERT JR &

LYNN, 1968; CONSTANTOPOULOS et al, 1973; ORDA et al, 1981; COHEN &



FERRANTE, 1982), ou iatrogénicas (STEELY et al, 1988) durante vagotomia ou ressec¢ao
gastrica (ORDA et al, 1981), incidentalmente (ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968),
quer por hipertensdo portal por doenga parasitaria (BRANDT; TAVARES & FEI CANECA,
1993; PETROIANU, 2003b), quer por doencas hematologicas ou oncologicas (ERICKSON;
BURGERT JR & LYNN, 1968; ORDA et al, 1981; COHEN & FERRANTE, 1982), ou por
talassemia ou Doenca de Gaucher (ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968), ou por
patologias congénitas (ERICKSON; BURGERT JR & LYNN, 1968; BENJAMIN et al,
1978); pode-se tentar a preservacdo de tecido esplénico, baseado em alternativas cirirgicas
como: a esplenectomia parcial, com preservacdo do suprimento vascular sanguineo
(BRADSHAW & THOMAS JR, 1982a, 1982b; POUCHE et al, 1986; PETROIANU, 2003a;
ADEODATO, 2004) e o auto-implante esplénico, no qual ¢ interrompido o suprimento
vascular para o tecido (PERLA, 1936; TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973;
LIKHITE, 1975; BENJAMIN et al, 1978; DICKERMAN et al, 1979; COONEY et al, 1979;
DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982; HORTON et al, 1982; PATEL et al, 1982; MOORE et
al, 1983; CORAZZA et al, 1984; STEELY et al, 1988; JOHNSON & WEISS, 1989;
SASAKI, 1990; RODRIGUES et al, 1991; CARR & TURK, 1992; IINUMA et al, 1992;
TORRES et al, 1994; ALVES et al, 1999; BRANDT et al, 2001; PETROIANU, 2003a;
ADEODATO, 2004).

Varios foram os estudos realizados para elucidar se o auto-implante esplénico conferia
protecao contra infecgdes (LIKHITE, 1975; COONEY et al, 1979; DICKERMAN et al, 1979;
HORTON et al, 1982; PATEL et al, 1982; STEELY et al, 1988), as quais sdo usualmente
fatais em individuos esplenectomizados (KING & SCHUMACKER, 1952).

Pode-se inferir que auto-implantes esplénicos heterotopicos reassumem a fungdo
desempenhada pelo bago topico. Uma vez que complexos imunes antigeno-anticorpo foram

capturados 21 dias apds o implante, na parte central de foliculos primarios, com distribuicdo e



quantidade similares as do bago topico apos 90 dias. E atividade enzimatica de ATPase de
regides da polpa branca de implantes foi similar a observada em bagos normais, apds 56 dias
(DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982).

Com o intuito de avaliar qual alternativa seria mais factivel em prevenir infecg¢do
fulminante poés-esplenectomia, métodos como esplenectomia parcial, auto-implante esplénico
e imunizagdo com vacina pneumococica foram estudados em relagdo ao mérito de cada
procedimento. A imunizagdo por vacinacdo mostrou-se um dos mais importantes fatores que
contribuiram para a sobrevida apds a esplenectomia. A esplenectomia parcial foi a alternativa
cirargica mais apropriada quando da necessidade de remocdo do baco, sendo preferivel ao
auto-implante esplénico, por estar associada com mais altos titulos de anticorpos apds
imuniza¢do, melhor clearance bacteriano, maior apreensdo esplénica e hepatica de
organismos pneumococicos € aumento da taxa de sobrevida. O implante esplénico apresenta
todas essas caracteristicas, mas com menor capacidade (COONEY et al, 1979).

Sendo assim, associadas as cirurgias para preservacdao de tecido esplénico pos-
esplenectomia, passaram a ser indicadas medidas profilaticas, com administragdo de
antibioticoterapia com penicilina (BALFANZ et al, 1976; AIGNER et al, 1980), ou com
sulfametoxazol-trimetoprim ou eritromicina, em pacientes alérgicos a penicilina (FRANCKE
& NEU, 1981), além de vacina pneumococica polivalente, devendo ser iniciada, a despeito do
motivo para a esplenectomia e mantida por um periodo de 5 anos. Encurtamento desse uso
para cinco meses ¢ relatado, devido a implantes esplénicos exibirem fungdo normal ja a esta
época (AIGNER et al, 1980). Pois nem faixa etaria, nem periodo de tempo seguindo
esplenectomia promovem protecdo absoluta (BALFANZ et al, 1976).

Em observagdes posteriores, profilaxia com imunizagdo e antibioticoterapia tém
elevado a resisténcia ao pneumococo causador de doenga respiratéoria ¢ aumentado a

habilidade do sistema imune em debelar organismos invasivos (JUGENBURGH et al, 1999).



A vacinacdo e a profilaxia antibidtica, assim como o autotransplante esplénico
parecem prevenir a sepse fulminante pos-esplenectomia em criangas (WILLFUHR;
WESTERMANN & PABST, 1992).

O tecido autotransplantado passou a ser empregado como uma op¢ao nas situagdes em
que ndo ¢ possivel esplenorrafia ou esplenectomia parcial (COONEY et al, 1979) no
tratamento de injurias esplénicas iatrogénicas ou traumaticas (STEELY et al, 1988), podendo
promover resisténcia ao hospedeiro (PATEL et al, 1982), no entanto, a eficacia do método ¢
considerada, por alguns, como inferior a eliminag@o de bactérias pelo bago intacto (HORTON
et al, 1982).

Sabe-se que o bago ¢ requerido para processar antigenos administrados
intravenosamente. O bago in situ com seu suprimento arterial intacto serve tanto para filtrar o
sangue de particulas antigénicas, como para elaborar opsoninas e imunoglobulina M (IgM) a
fim de uma remocdo mais eficiente dessas particulas pelo figado (COONEY et al, 1979).
Decréscimo nos valores de IgM ¢ observado nos pacientes esplenectomizados (ORDA et al,
1981). No entanto, restabelecimento ndo apenas dos niveis de IgM, mas também de
componentes do sistema complemento como C3 e C4 e da fungdo de clearance no sangue
foram obtidos, retornando aos valores normais, na 9* semana pos-operatoria de implantes
esplénicos em humanos (AIGNER et al, 1980).

Atestando ainda a capacidade funcional do tecido esplénico regenerado, corpos de
Howell-Jolly, células alvo e hemacias envelhecidas, normalmente presentes no sangue apos
esplenectomia, desapareceram em pacientes que desenvolveram esplenose (PEARSON et al,
1978). Além do mais, foi demonstrado que em animais de experimentagdo com
autotransplante esplénico, atividade gamaglobulina leucofilica retorna ao normal, assim como

atividade opsonica sérica requerida para defesa contra invasdo bacteriana (LIKHITE, 1975).



Apesar de haver concordincia que apds esplenectomia a taxa de hemacias
envelhecidas exibe alteracdes em seus valores, ha divergéncias no que diz respeito a
normalizagdo dessa taxa com a presenca de esplenose (COHEN & FERRANTE, 1982).

Defeitos na fagocitose devido a deficiéncia de tuftisina, peptideo estimulador da
fagocitose, tém sido relatados em individuos esplenectomizados, sendo encontrados valores
normais ou proximos a estes, quando da possibilidade de ocorréncia de esplenose
(CONSTANTOPOULOS et al, 1973; ORDA et al, 1981) ou de auto-implante (BRANDT et
al, 2001).

Dados da literatura revelaram que a eficacia das fungdes desempenhadas pelos auto-
implantes esplénicos depende de fatores como: aporte sangiiineo (RICE & JAMES, 1980;
STEELY et al, 1988; RODRIGUES et al, 1991; ALVES et al, 1999), sitio anatomico de
implantacdo (PATEL et al, 1982; RODRIGUES et al, 1991; [INUMA et al, 1992), nimero de
fragmentos implantados (BRANDT et al, 2001), volume ou espessura de cada fragmento
(PERLA, 1936; BRADSHAW & THOMAS JR, 1982a; PATEL et al, 1982; MOORE et al,
1983; CORAZZA et al, 1984; STEELY et al, 1988) ¢ intervalo de tempo para ocorrer
regeneragdo (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982; PATEL et al, 1982; POUCHE et al,
1986; TORRES et al, 1994).

Fatores protetores favoraveis apds desafio pneumocodcico (inje¢do intra-peritoneal)
incluem: massa e localiza¢do dos bagos autotransplantados ¢ o peso do resultante esplénico a
autopsia (VEGA et al, 1981). Ja Willfiihr, Westermann & Pabst (1992), afirmam que ndo a
massa, mas a estrutura histologica dos auto-implantes esplénicos ¢ de fundamental
importancia para conferir prote¢ao contra infec¢do pneumococica.

Foi pensado que autotransplante esplénico teria um papel limitado em filtrar o sangue,
devido a diminui¢do no seu suprimento vascular. No entanto, o baco autotransplantado

mostrou-se funcionalmente ativo no clearance de microorganismos, removendo o inoculo



bacteriano intravenoso de forma mais eficiente, quando do aumento na percentagem do
volume enxertado. O aumento na sobrevida e no clearance bacteriano, vistos no
autotransplante esplénico, dependem significativamente segundo Steely et al (1988) das
substancias humorais elaboradas pelo bago autotransplantado, em resposta a antigenos
especificos; os antigenos, uma vez opsonizados, tornam o figado capaz de remové-los do
sangue, podendo ser estes de origem pneumocoécica, eritrocitos envelhecidos ou outros
antigenos.

O efeito protetor conferido pelo implante esplénico contra a sepse pneumococica ¢
maior quando realizado no grande omento, do que fora da circulagdo porta. A taxa de
sobrevida ao desafio bacteriano intravenoso ¢ de 100% na cirurgia simulada (abertura da
cavidade abdominal, seguida de manipulagdo do bago, porém sem sua extirpacdo), de 89% no
auto-implante e de 56% na esplenectomia total (PATEL et al, 1982).

De fato, o aumento na dose letal que leva a morte de 50% (LDS50) por sepse
fulminante, eleva em propor¢do ao aumento no tamanho dos remanescentes esplénicos;
esplenectomia de 25, 50 e 75% estiveram associadas com altas LD50, quando comparadas a
da esplenectomia total. Discreta redu¢do na LD50 do grupo com retirada de 75% do bago para
o totalmente esplenectomizado, pode ser indicativo de massa esplénica critica para o
implante. Com grande efeito protetor 05 semanas apds esplenectomia de 75% do bago, em
relacdo a esplenectomia total (BRADSHAW & THOMAS JR, 1982a). A diferenga na
protecao a despeito dos comparaveis graus de esplenectomia pode ter sido atribuida ao fato de
que 05 semanas pos-operatérias € o tempo para ocorrer substancial regeneragdo esplénica
apos esplenectomia parcial (BRADSHAW & THOMAS JR, 1982b).

No entanto, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa na morte por
sepse, se o autotransplante era de todo ou de metade do bago, ou mesmo se era realizada

simulacdo de esplenectomia. Apesar de divergéncia com outros estudos, quanto ao percentual



de massa de tecido esplénico necessario para conferir protecdo, ha concordancia que o
autotransplante possa funcionar imunologicamente e restaurar protecdo para os organismos
asplénicos expostos aos pneumococos, sendo inquirido que a esplenose que se segue ao
trauma esplénico pode ser responsavel pela baixa, mas ainda real incidéncia de infeccao
bacteriana fulminante nesses pacientes (DICKERMAN et al, 1979).

Em contraste a idéia de que a esplenose confere protecdo contra sepse fulminante,
dados em criangas sugerem que pacientes com tecido esplénico residual estejam em risco
elevado de infec¢do, devido ao baixo nivel de resposta imune; pois mesmo com a presenga de
70%, 45% e 20% de volume esplénico normal, a fun¢do imune permaneceu anormal. No
entanto, em pacientes esplenectomizados por acometimento esplénico por doenga ou por
trauma, e sem evidéncia de tecido esplénico residual, pardmetros imunes estiveram reduzidos
e normal, respectivamente. E desta forma, a anormalidade imune possivelmente esteve
atribuida a doenga primaria (COHEN & FERRANTE, 1982).

Corroborando esse pensamento, foram descritos dois casos de septicemia
pneumocdcica fulminante, mesmo com tecido esplénico heterotopico presente, sob a forma de
esplenose pos-trauma. Um em garota de 12 anos e outro em homem de 19 anos, 8 € 9 anos
apos esplenectomia, com implantes pesando até 3 g e 92 g, respectivamente. Em vista de
grande massa de tecido esplénico residual e a ndo protecdo contra infec¢do conferida, o
alterado suprimento sanguineo pode aqui assumir maior importdncia que a quantidade de
tecido esplénico, em determinar competéncia imunolédgica (RICE & JAMES, 1980).

Quanto a localizagdo apropriada para os fragmentos esplénicos a serem auto-
implantados, o omento gastrocdlico enquadra-se no sitio satisfatorio, desde que apresenta rico
suprimento vascular e permite facil re-integragdo do tecido (RODRIGUES et al, 1991;
IINUMA et al, 1992), impede a migracdo dos auto-implantes ¢ os mantém localizados na

circulacdo porta, onde o bago estd normalmente situado (VEGA et al, 1981; PATEL et al,



1982). A funcdo esplénica mostra niveis mais elevados de anticorpos nos fragmentos
esplénicos implantados no omento gastrocolico, quando comparado a outros locais de
implantagdo (IINUMA et al, 1992); a fungdo reticulo-endotelial dos implantes confere
protecdo antibacteriana de forma satisfatoria, especialmente se fragmentos de todo o o6rgéo ¢
implantado (VEGA et al, 1981). Além do mais, ndo existem dificuldades técnicas durante o
procedimento de auto-implante, este ndo difere muito do tempo cirurgico gasto para realizar
esplenectomia e resulta em boa viabilidade do tecido e em baixas taxas de complica¢des pos-
operatorias (WILLIAMS; PATEL & HINSHAW, 1982). Tecidos esplénicos auto-implantados
no omento gastrocolico, mostram ter capacidade regenerativa, apresentando regeneragao
histologica completa apés um periodo de 28 dias (TORRES et al, 1994), com
revascularizagdo do tecido se processando centripetamente (TAVASSOLI; RATZAN &
CROSBY, 1973; DUDKSTRA & LANGEVOORT, 1982; TORRES et al, 1994), e iniciando de
forma precoce, ja no 3° dia apds o implante (PERLA, 1936; DIJKSTRA & LANGEVOORT,
1982; ALVES et al, 1999).

O potencial da neovascularizagdo da bolsa de omento ¢ ultrapassado pela colocagdo de
grandes implantes (STEELY et al, 1988), permitindo a implantagdo de fatias do tecido, a
preservacdo da arquitetura esplénica (PATEL et al, 1982). No que se refere a quantidade
Otima a ser auto-implantada, hé relato afirmando ser de 80% do bago para alcangar sobrevida
maxima em modelo de sepse pneumocdcica (STEELY et al, 1988), requerendo o tecido
implantado tempo para regenerar ¢ hipertrofiar antes de proteger o animal contra a sepse
(PATEL et al, 1982).

Autotransplantes para a cavidade peritoneal produzem a mais favoravel sobrevida,
seguindo desafio pneumocdcico. A autopsia, a massa de bagos recuperados, se correlaciona
bem com o tamanho original do bago transplantado, e assim, se correlaciona com uma maior

duragdo da sobrevida do camundongo (VEGA et al, 1981).



Segundo Willfiihr, Westermann & Pabst (1992), a arquitetura do tecido esplénico
regenerado depende da idade do receptor por ocasido do ato cirirgico, com o processo de
regeneragdo ocorrendo melhor nos organismos mais jovens do que nos mais velhos.
Autotransplante de tecido esplénico em ratos adultos resultou em grande area de tecido
fibrotico e de polpa vermelha, enquanto os compartimentos da polpa branca, em especial a
zona marginal foram pobremente desenvolvidos. Em contraste, nos animais recém-nascidos,
apos implante de tecido esplénico imaturo, os compartimentos da polpa branca dos
autotransplantes regenerados assemelharam-se aos dos bagos normais.

Rodrigues et al (1991), verificaram em estudo comparativo da viabilidade de
fragmento de tecido esplénico autélogo implantado no omento maior e na tela subcutanea de
ratas, integracdo parcial e moderada em ambas as localizagdes até o 21° dia pds-operatorio.
Contudo, observaram uma tendéncia a melhor integracdo dos fragmentos no omento maior,
por existir maior e melhor irrigaco, as custas da neoformagao de arteriolas através da capsula
para o tecido implantado. Em decorréncia disso, houve uma diminuicdo da necrose do
parénquima, aumento no numero de elementos neoformados subcapsulares (que
posteriormente se diferenciaram em pseudofoliculos e foliculos linféides) e menor fibrose da
capsula e do parénquima do fragmento autotransplantado no omento maior.

Outros locais de implantes esplénicos ja realizados incluem: compartimento do
musculo reto abdominal (BENJAMIN et al, 1978), espaco subfrénico e parede abdominal
(AIGNER et al, 1980).

Avaliando ainda a viabilidade do fragmento de tecido esplénico auto-implantado, a
espessura do mesmo assume papel fundamental em preserva-la. Fatias finas mostraram-se
com maior capacidade que as espessas (CORAZZA et al, 1984).

Foi observado que em fragmentos maiores de bago transplantados para a parede

abdominal, em torno do 3° dia pos-transplante, as suas metades externas tinham sido



completamente substituidas por uma rede de células reticulares sinciciais, as quais invadiram
a area central do tecido necrotico com projegdes tipo digitiformes. A formagdo de seios
esplénicos ndo ocorreu, embora capilares contendo células sangiiineas tenham sido
observados. Em transplantes menores, por volta da mesma data, as células reticulares haviam
regenerado e tinham quase completamente coberto o transplante, exibindo uma rede de seios
na polpa vermelha (PERLA, 1936).

Em face da necessidade de manutengdo de tecido esplénico viavel em pacientes com
esquistossomose portadores da FHE, avaliagdes morfoldgica e funcional de auto-implantes
esplénicos foram realizadas a fim de verificar eficacia dos mesmos em localizagdo ectopica.
Foi visto que todos os implantes esplénicos apresentaram na cintilografia, captacdo de
radiofarmaco, mostrando-se esta satisfatoria na grande maioria dos casos (91,3%). Os nédulos
esplénicos que se apresentaram insuficientes, estiveram presentes em numero menor que
cinco; correspondendo estes mesmos nos unicos casos que exibiram positividade para os
corpos de Howell Jolly no sangue periférico; indicando que a filtragdo esplénica esteve
associada a quantidade remanescente de tecido esplénico, e por outro lado, sendo confirmado
que o auto-implante esplénico no omento maior ¢ método eficaz de enxertia e de manutengao
da fungdo esplénica de filtragdo (BRANDT et al, 2001).

A preservacgdo de parte do bago com o auto-implante esplénico, além de proporcionar
recuperagdo funcional esplénica, com manuten¢do da capacidade de filtragdo através da
funcdo fagocitaria dos macrofagos (PETROIANU, 2003a), e da produgdao do peptideo
estimulador da fagocitose (tuftsina), oferece ainda resposta imunoldgica pela vacinagdo
pneumocodcica (BRANDT et al, 2001).

Moore et al (1983) descrevem que a apreensdo de radionuclideos por implantes
esplénicos pode ndo estar relacionada com uma fun¢do imunoldgica normal, pois, apesar de

ter havido retengdo do marcador em auto-implantes esplénicos no grande omento e ainda



vacinagdo pneumocdcica, apés o auto-implante do baco ocorreu um quadro clinico tipico de
infecgdo fulminante pods-esplenectomia cinco meses depois. Como fatores possivelmente
responsaveis pela faléncia dos implantes em conferir prote¢do a infecgdes, suspeitaram ter
sido a massa critica do tecido implantado, inferior a necessaria para remo¢ao adequada do
sangue de organismos encapsulados e fun¢ao hepatica deteriorada por cirrose.

Avaliando o efeito da esplenectomia na modulagdo do granuloma esquistossomotico,
Hood & Boros (1980) verificaram a nivel experimental, que o bagco pode exercer um papel
regulador na reacdo granulomatosa. Esplenectomia realizada durante o pico da resposta
granulomatosa (8 semana de infecgio), acarretou em um acentuado aumento no tamanho dos
granulomas hepaticos, quando analisados na 12" semana, com diferenga estatisticamente
significativa ao serem comparados aos controles ndo esplenectomizados. Entretanto, quando o
procedimento cirtirgico foi realizado entre a 1 ¢ 4 semana de infecgio, ndo existiu diferenga
no tamanho da referida les@o hepatica.

Arruda, Santoro & Sadigursky (1993) verificaram que a auséncia do bago afetou a
modulagdo dos granulomas hepaticos apenas nas fases tardias da infeccdo e que a principal
diferenca entre os tipos de granuloma foi com relagdo a quantidade de tecido fibroso, podendo
este 6rgao desempenhar papel na fibrogénese do granuloma ao ovo.

Animais cronicamente infectados com S. mansoni e esplenectomizados foram menos
propensos a desenvolver granulomas periportais sistematizados e fibrose, com focos de
degradacao do colageno mais freqiientes e mais acentuados (ANDRADE et al, 1998); como
observado em experimento prévio (ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997). Analises
morfométricas mostraram nenhuma diferenca no desenvolvimento da fibrose “pipestem” entre
0s grupos com e sem esplenectomia, com relacdo ao tempo da realizagdo da cirurgia (01
semana antes, 01, 04 ¢ 08 semanas apos exposi¢do pelas cercarias de S. mansoni), ao peso do

bago, a presenca de anticorpos anti-idiotipicos, ao niumero de ovos no figado e ao tipo ¢



tamanho de granulomas periovulares (ANDRADE et al, 1998); confrontando estes tltimos
dados com os resultados de Hood & Boros (1980), no que diz respeito ao tamanho dos
granulomas, ¢ com os de Arruda, Santoro & Sadigursky (1993), concernente ao estagio
evolutivo dos mesmos.

A maior expressdo de linfocitos CD8+ em bacos de individuos portadores da FHE da
esquistossomose fortalece a hipotese de que esse o6rgdo participa da modulagcdo da resposta

imune nesses pacientes (SANTOS et al, 2000).

2.4 Aspectos histolégicos

2.4.1 do baco sadio

O bago foi considerado um 6rgdo enigmatico, cheio de mistério, afirmado por Galeno.
Sua historia ¢ repleta de fabulas e mitos, mas também contém realidades. Da Antigiiidade a
Renascenca, foram realizados varios estudos sobre a estrutura, a funcdo e a anatomia do
orgdo; médicos gregos e romanos foram os primeiros a uniformizarem a anatomia e a
fisiologia. O questionamento sobre a necessidade do bago para a sobrevivéncia foi discutido
por estudiosos como Galeno, Vesalius, Malpighi, Billroth, Gray, Gross e Mayo por quase
2000 anos. Highmore descreveu a tinica externa e as trabéculas esplénicas. Sendo Marcello
Malpighi (1628-1694), denominado o “fundador da anatomia microscopica”, quem marcou
uma nova era na historia da fisiologia do bago, derrubando as afirmagdes misticas de seus
predecessores. Pouco foi adicionado as descricdes de Malpighi até¢ 1969, quando Ruysch
argumentou que este 0rgao vascular era composto por uma rede de artérias, veias e linfaticos,
que incorporavam grupos de vasos capilares organizados em arranjos convolutos. Van

Leeuwenhoeck (1708) foi o primeiro a descrever a estrutura do baco, como observada ao



microscopio. O primeiro livro de histologia sobre o bago foi publicado por Rudolf Albert von
Kolliker em 1847. Billroth forneceu grande contribuicdo a histologia esplénica pela descrigdo
dos corddes localizados entre os seios venosos da polpa vermelha (McCLUSKY et al, 1999).

Apesar do vasto estudo na literatura sobre o bago, permanecem ainda duvidas a
respeito da histologia e da funcdo do mesmo na espécie humana, contribuindo para isto o fato
de ser este 6rgdo extremamente vulneravel a autdlise em espécimes obtidos para estudo apos a
morte, o que dificulta sua interpretagdo e limita o seu detalhamento (VAN KRIEKEN & TE
VELDE, 1997).

O bago humano possui a forma semelhante a de um feijao (VAN KRIEKEN & TE
VELDE, 1997), ou as dimensdes e a forma aproximadas a de um punho fechado (HAM,
1967). Sua localizacdo anatdmica habitual ¢ ao nivel das 9%, 10? e 11?* costelas esquerdas, com
seu maior eixo paralelo a elas. A cor purpurea varia de acordo com a quantidade de sangue
nele presente, sendo mais fridvel e de menor consisténcia que os demais 6rgdos do corpo
(HAM, 1967). Em adultos o 6rgdo pesa cerca de 150 a 250 g, sendo de menor tamanho em
individuos mais idosos, mesmo sem aparente hipofungdo. Na superficie de corte, a polpa
branca pode ser distinguida da vermelha, por apresentar pequenos nodulos acinzentados,
medindo cerca de 01 mm (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997).

O bago ¢ vascularizado pela artéria esplénica, que se divide em sete ou oito ramos no
hilo, que penetram o 6rgdo e seguem as trabéculas mais grossas (artérias trabeculares).
Posteriormente ramificam-se, abandonam as trabéculas, penetram no parénquima esplénico
como artérias centrais e passam a ser sustentadas por fibras reticulares da polpa esplénica, as
quais retém linfocitos em suas malhas (WOLF & NEIMAN, 1989). A medida que as bainhas
de sustentacdo das artérias se condensam em uma de suas faces, sdo formados nodulos
linfaticos, cada um deles irrigados por uma artéria folicular e suas ramificacdes; estas

abandonam o nodulo em direcdo a polpa vermelha, dividindo-se em dois a seis ramos,



denominados de artérias peniciliares. Dividem-se entdo em duas ou trés arteriolas e
transformam-se em capilares; as veias abandonam o baco em contraponto as artérias,
reunindo-se posteriormente para constituirem a veia esplénica (HAM, 1967).

De forma abrangente, a estrutura do bago pode ser vista como uma rede tridimensional
de células fibroblasticas de reticulos e de matriz extracelular produzida por essas células
(DIJKSTRA & KRAAL, 1991).

Estudo microscopico de baco humano revelou ser este circundado por capsula lisa
recoberta por serosa, ndo exibindo musculo liso, em contraste a muitas outras espécies
animais. Placas fibroticas ou calcificadas de causas desconhecidas podem estar presentes na
superficie (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997). Outro autor afirma ser a capsula
constituida por fibras colagenas e elasticas, com fibroblastos e também por algumas fibras
musculares lisas. As trabéculas formadas pelo mesmo material da céapsula, penetram no
parénquima do 6rgdo a partir do hilo, ¢ em menor propor¢do, da capsula, podendo ser
observados nelas, artérias, veias e nervos. A polpa vermelha ¢ composta por tecido reticular
frouxo rico em capilares e atravessada por sinusdides venosos, com células endoteliais
alongadas em suas paredes tendo fissura longitudinal (HAM, 1967; VAN KRIEKEN & TE
VELDE, 1997), estas células sdo circundadas e mantidas por fibras reticulares arciformes
(HAM, 1967). Situada entre sinusdides adjacentes, a polpa vermelha, assemelha-se a um
corddao, sendo por isso essas areas denominadas de corddes pulpares ou de Billroth.
Abundancias de gloébulos vermelhos estdo presentes nos intersticios dos corddes pulpares,
além de outros tipos celulares como linfocitos, células reticulo-endoteliais fixas ou livres,
monocitos, alguns neutrofilos e eosinofilos. No citoplasma, tanto das células fixas do reticulo
endotelial, como dos macrofagos livres, pode se observar um pigmento férrico de cor couro-
acastanhado (hemossiderina) e pigmento ndo ferruginoso (bilirrubina, hematoidina ou

pigmento biliar) (HAM, 1967). Apesar da polpa vermelha estar associada com a func¢do de



filtragdo, uma grande parte da mesma ndo exibe terminac¢des capilares ou, especialmente
capilares embainhados, correspondendo a area néo filtrante, contendo pequenos agregados de
linfocitos (B e T) e fagocitos mononucleares. Fazendo ainda parte dessa polpa, existe uma
area ao longo da arvore vascular contendo linfocitos e plasmocitos, constituindo em rima
perivascular. A polpa branca formada pelos compartimentos de células B e T. Os foliculos de
células B, secundarios, exibem centros germinativos (CG), sdo circundados pela zona do
manto (anel de linfocitos pequenos) e mais externamente pela zona marginal (anel de
linfocitos de médio tamanho). As areas de células T formadas por pequenos linfocitos
contendo vasos linfaticos margeando artérias. E a zona perifolicular, uma area entre a polpa
branca e¢ a vermelha, contém muitos eritrocitos, estando ausente uma estrutura sinusoidal
normal (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997).

A presenca de bagos acessorios (pequenos pedacos extras de tecido esplénico com
histologia normal e completa das polpas branca e vermelha) foi encontrada em até¢ 25% de
autopsias realizadas em humanos (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997). Estes
correspondem ao desenvolvimento embriologico do bago ¢ diferentemente da esplenose,
recebem suprimento sanguineo através de um ramo pequeno da artéria esplénica e contém
uma real capsula com componentes de musculo liso e tecido elastico (ORDA et al, 1981). No
entanto, nem sempre era bem estabelecida a distincdo entre nddulos esplenoticos e bagos
acessorios, sobretudo se estes ultimos assumissem topografia ndo usual e histéria de trauma
abdominal ndo fosse documentada (BUCHBINDER & LIPKOFF, 1939).

A polpa branca esplénica, onde muitas respostas imunes acontecem, ¢ formada por trés
compartimentos: bainha linfoéide periarteriolar (PALS), foliculos e zona marginal, com cada
um desses contendo diferentes subpopulagdes de linfocitos e tipos caracteristicos de células

ndo-linfoides (DIJKSTRA & KRAAL, 1991).



PALS circunda artéria central, sendo constituida em sua por¢do interna,
principalmente por células T e mais externamente por células T, B e macréfagos. A maioria
das células T desse compartimento sio CD4+. Foliculos sdo formados sobretudo por células
B. A zona marginal, que circunda PALS e foliculos, contém células B, macroéfagos e
relativamente poucas células T. Ambas as subpopulacdes de células CD4+ ¢ CD8+ podem ser
encontradas na zona marginal e na polpa vermelha (VAN DEN EERTWEGH & CLAASSEN,
1991).

Em geral, dois grandes grupos de células nao-linféides contribuem para o micro-
ambiente de orgdos linfoides: células reticulares fibroblasticas e células endoteliais, derivadas
de precursores locais ¢ de fagdcitos mononucleares, provenientes de um precursor na medula
ossea. Ambos os tipos de células ndo-linfoides sdo heterogéneas, tendo diferentes fenotipos e
func¢des (DIJKSTRA & KRAAL, 1991).

Elementos ndo-linféides da polpa branca incluem fibras de reticulina, macréfagos,
metalofilos marginais, macrofagos de corpos tingiveis, células dendriticas foliculares e células
interdigitantes caracteristicas da PALS (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982).

Torres et al (1994), descrevem a histologia do bago normal como tecido esplénico do
tipo reticular, com células reticulares, linfocitos e macrofagos, cépsula fibroelastica e
trabéculas apontando em direcdo a regido central. Entre a capsula e a trabécula ha pequena
quantidade de tecido compacto com varios vasos sangiiineos. Polpa vermelha formada
principalmente por seios, apresentando um extensivo plexo de espagos sangiiineos irregulares
com dilatagdes. A polpa branca ¢ constituida por foliculos linféides com arteriolas
centrofoliculares (ramos das artérias trabeculares), localizadas de forma excéntrica em relagao
aos foliculos. Tais arteriolas mostram-se também envolvidas por capa de linfaticos composta
de uma rede de células reticulares e por uma armagdo de fibras reticulares com grande nimero

de linfocitos. No centro germinativo (CG) sao encontrados linfocitos em diferentes fases de



maturacdo, macrofagos e plasmocitos. A zona marginal ¢ constituida principalmente por
linfocitos e células reticulares.

Os achados histologicos do bago de camundongos mostram ser este envolvido por
capsula fibrosa com algumas células musculares lisas. Finas trabéculas partem da capsula para
o interior do 6rgdo, as quais, juntamente com fibras reticulares, formam uma rede, cujos
espacos sdo preenchidos com polpa esplénica. A polpa branca, constituida por tecido linfatico,
forma lengodis continuos ao redor de arteriolas. Quando estes nddulos linfaticos exibem
arteriola em porcdo central constituem os corpusculos Malpighianos. Estes, dependendo do
seu estado de atividade, podem exibir area central mais clara, com linfocitos jovens
apresentando mitoses. Esta area central ¢ circundada por anel denso de linfocitos maduros
pequenos. Os espagos em torno dos seios venosos terminais sdo preenchidos por polpa
vermelha formando corddes esplénicos. Fibras reticulares, células reticulares primitivas e
macrofagos fixos, formam uma armacdo de suporte. Ao lado de elementos linfaticos e de
células sangiiineas circulantes estdo macrofagos livres, pequenos grupos de mieldcitos,
eritroblastos e plasmoécitos. Desde que a polpa vermelha de camundongos normais contém
muitos linfocitos e poucos eritrocitos, esta ndo ¢ bem demarcada da polpa branca.
Megacaridcitos sdo comumente encontrados, embora seu nimero varie consideravelmente de
animal a animal (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1961).

Em outro estudo experimental, a histologia dos bagos de camundongos sadios revelou
ser a maior parte do tecido esplénico constituida pela polpa branca, representada por nddulos
de tecido linfoide dotados de células de nucleo pouco denso, com cromatina granular e
nucléolo bem evidente e com halo citoplasmatico levemente basofilo. Figuras de mitose
foram raras. Entre os nddulos linfoides, a polpa vermelha se dispunha em estreitas faixas, com

muitas hemacias nos seios venosos ¢ nos corddes esplénicos. Foram observados focos de



mielopoese, identificados pela presenga de hemacias nucleadas, leucdcitos jovens e
megacariocitos (ANDRADE, 1962).

Diferengas histologicas foram, no entanto, observadas entre bacos humanos e de
roedores. Seio marginal (localizado entre as zonas do manto e marginal) ndo foi notado em
bagos humanos e sim nos de ratos e de camundongos. Sendo assim, um retorno de linfocitos
do limen dos seios venosos para dentro do tecido esplénico é conhecido em bacos de
roedores, no qual linfocitos migram através das paredes do que é chamado o seio marginal na

polpa branca (VAN KRIEKEN & TE VELDE, 1997).

2.4.2 do bago sadio implantado

Esplenose ¢ o termo utilizado para o auto-implante acidental de tecido esplénico que
pode ocorrer apos a ruptura traumatica do bago (BUCHBINDER & LIPKOFF, 1939).
Geralmente os implantes esplénicos sdo numerosos e estdo localizados dentro da cavidade
peritoneal; entretanto, esplenose extra-abdominal também pode ocorrer (CARR & TURK,
1992).

Em relato de trés casos de esplenose, estudo histologico dos fragmentos dos bagos
implantados no grande omento revelou capsulas fibrosas finas e ocasionais foliculos linféides,
alguns dos quais projetados através dessa. Estruturas trabeculares incluindo os vasos
trabeculares usuais do bago foram ausentes. Alguns foliculos apresentaram atividade germinal
com artérias pequenas adjacentes e corddes e seios da polpa foram bem formados. No
segundo caso relatado pelos mesmos autores, aproximadamente 40 implantes esplénicos
foram resgatados do omento, cujo didmetro variou de 0.3 a 3.0 cm. Tais implantes
apresentaram moderada infiltragdo dos corddes de Billroth por plasmocitos. Nao foram

observadas: atividade germinal nos foliculos, estruturas vasculares e trabeculares, nem



significante atividade fagocitica. Foliculos ocasionais estiveram presentes nos cortes
histologicos, alguns dos quais externamente a capsula fibrosa fina; leucocitos
polimorfonucleares foram infreqiientes. No 3° caso, multiplos e pequenos nodulos azul-
avermelhados foram notados no mesentério e na superficie serosa dos intestinos.
Microscopicamente, foram confirmados serem implantes esplénicos tipicos. Nos trés casos a
capsula fibrosa estava destituida de tecido elastico e musculo liso, estando também ausentes
trabéculas e seus respectivos vasos; entretanto, o numero de foliculos linféides por campo de
baixo aumento e estruturas da polpa vermelha foram similares aos dos bagos originais
(FLEMING; DICKSON & HARRISON JUNIOR, 1976).

Porém, em estudos histoldgicos de nédulos de esplenose de diferentes pacientes, foi
visualizada capsula colagenosa, contendo poucas fibras musculares lisas e elasticas, assim
como trabéculas de tecido conjuntivo, com fibras elasticas emitidas a partir da capsula e seios
venosos bem definidos, contendo em seus lumens linfocitos, células mononucleares e
leucécitos polimorfonucleares. As areas intersinusoidais exibiram linfocitos e mondcitos.
Foram vistos muitos foliculos linféides bem definidos em alguns dos casos analisados, mas
também colec¢des indefinidas de linfocitos e auséncia de formacdo de foliculos em outro. Os
nodulos de esplenose assemelharam-se ao tecido esplénico normal, exceto pela redugdo no
numero de foliculos linfoides, trabéculas, e, ocasionalmente pelo arranjo atipico de vasos
sanguineos (BUCHBINDER & LIPKOFF, 1939).

Foi sugerido que os achados histoldgicos exibidos nos implantes esplénicos sdo
dependentes do suprimento sangiiineo local para os tecidos auto-implantados (STEELY et al,
1988; JOHNSON & WEISS, 1989; CARR & TURK, 1992; ALVES et al, 1999), o qual ¢
proveniente das novas artérias que penetram a capsula derivada do tecido fibroso e do de

granulagio reativo circundante (FLEMING; DICKSON & HARRISON JUNIOR, 1976).



Para os implantes inseridos no mesentério, seus vasos originaram-se das artérias
mesentéricas e/ou gastroepiploicas, os localizados no leito esplénico tiveram seus suprimentos
sangiiineos dos ramos das artérias esplénica ou gastrica curta, com vasos sangiiineos no tecido
conjuntivo em torno do implante, aumentados ¢ numerosos. A remocdo do auto-implante
esplénico de seus leitos, levou a algum grau de sangramento, trés dias apos suas implantagoes,
confirmando o desenvolvimento precoce da neovascularizag@o ja a esta data, pela recuperagio
de micro-esferas fluorescentes na periferia dos auto-implantes, quando injetadas através do
plexo venoso orbital. Com o tempo, a concentracdo das micro-esferas aumentou e estas
passaram a ser encontradas mais profundamente no parénquima esplénico, fora da polpa
branca e da vermelha. Este padrdo foi observado quando a polpa branca era ainda rudimentar,
representada por bainha linféide periarteriolar (ALVES et al, 1999).

De fato, em dias precoces apds a implantagdo, um bom suprimento sangiiineo para a
porcdo externa do tecido pode resultar em enxerto esplénico bem desenvolvido; enquanto €
escassa a vascularizagdo, mais provavel ¢ estar associada a uma estrutura pobremente
desenvolvida. Desta forma, implantes esplénicos podem ser histologicamente indistinguiveis
do baco normal, apresentando polpa branca bem desenvolvida com arteriolas centrais, centros
germinativos focais, distribuicdo normal de linfocitos T e B (bainhas de linfocitos T
periarteriolares, células B confinadas no centro germinativo, exceto por raras células
espalhadas dentro da polpa vermelha), estruturas trabeculares e capsulas ricas em elastina
(CARR & TURK, 1992). A regeneragdo do TCSC adjacente prové ao implante uma capsula
mais espessa, com varios canais vasculares e pequenas trabéculas (TAVASSOLI; RATZAN
& CROSBY, 1973).

Foi verificado que a formagdo da polpa branca em auto-enxerto esplénico de
camundongos sadios tem inicio no 5° dia poés-enxertia, ¢ completada ao 28° dia, sendo

identificados dois padrdes distintos de regeneracdo. Em um padrdo houve o surgimento em



estagios precoces, de foliculos contendo somente células B, os quais progrediram para polpa
branca, com bainhas de linfocitos periarteriolares pobrementes desenvolvidas. Em um outro
padrdo, bainhas de linfocitos periarteriolares surgiram primeiramente, com posterior formagao
de foliculos linféides na periferia dos mesmos. Essas duas maneiras de re-estruturagdo da
polpa branca, mostraram que as células T surgiram depois das células B, parecendo estar
relacionadas ao aparecimento de células estromais com afinidade para cada tipo de linfocito.
A imunidade celular pode estar alterada nos auto-enxertos, baseada nas observagdes em
camundongos, de aumento de polpa branca com bainhas de linfocitos pobremente
desenvolvidas e no atraso do surgimento de células T; achados estes possivelmente
responsaveis pela fungdo incompleta de auto-enxertos em humanos (SASAKI, 1990).

Pouché et al (1986), descreveram ndo apenas duas, mas trés maneiras de regeneracao
do tecido linféide a nivel experimental, quando da esplenectomia parcial: confluéncia de
mantos linféides de foliculos contiguos, hiperplasia de micro-nédulos linféides prepeniciliares
e expansdo de mantos linfoides cobrindo ramificagdes de artérias centrofoliculares e
peniciliares perifoliculares.

Em humanos, sdo citados casos em que o exame histologico post-mortem do bago por
infeccdo fulminante, revelou auséncia de trabéculas fibrosas e de vasos associados em
esplenose pos-trauma (RICE & JAMES, 1980) e deplecdo linfocitica e alguma fibrose em
implantes esplénicos (MOORE et al, 1983).

Durante o processo de regeneracdo de implantes esplénicos heterotdpicos, células
mesenquimais cresceram centripetamente a partir da periferia do implante, juntamente com a
formacdo de uma nova rede de reticulina. A organizacdo de fibras reticulares na polpa branca
(PALS, foliculo, zona marginal) ocorreu de forma simultdnea ao surgimento de células
linféides nestes compartimentos. Considera-se provavel que a distribuicdo de linfocitos e a

arquitetura da polpa branca sejam determinadas pela reticulina formada pelas células



reticulares, a partir da transformagdo das células mesenquimais que penetram o implante
esplénico (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982). Durante a 2* e a 3* semanas pos-implante,
as células do tecido conjuntivo pareceram diferenciar-se em células reticulares esplénicas
(TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973).

Os linfécitos B e T, por sua vez, também podem estar implicados na regulacao da
regeneragdo dos diferentes compartimentos esplénicos, por sobreviverem a quase completa
necrose nos implantes avasculares de tecido esplénico, proliferando e migrando para 6rgédos
linféides e nao-linfoides (WESTERMANN & PABST, 1997).

A pesquisa do processo de regeneracdo da polpa branca em tecido esplénico
autotransplantado no grande omento a nivel experimental demonstrou que, apds trés dias do
procedimento cirargico, todos os implantes apresentaram-se necroticos. Apos sete dias, houve
regeneragdo gradual de tecido esplénico na periferia do implante, exibindo hematopoese. No
10° dia, ocorreu acumulo de linfocitos em torno de arteriolas, semelhante 4 PALS dos bagos
normais, mas principalmente constituido por linfécitos B, com escassos linfocitos T;
mostrando que a regeneracdo da polpa branca teve seu inicio nesta forma de acimulo de
linfocitos. Apoés duas semanas, a polpa branca apresentou tendéncia a distribuicdo na
periferia, com linfocitos T e B localizados em PALS e em foliculo linfoide, e polpas branca e
vermelha se tornaram distinguiveis em todos os implantes. Surgiram ainda células dendriticas
foliculares. Com trés semanas, zona marginal foi observada em todos os implantes e todos os
compartimentos (polpa vermelha, PALS, foliculo linféide e zona marginal) estiveram
presentes. Nenhum tecido necrético foi visto com oito semanas. E com vinte e quatro e
quarenta e oito semanas, todos os implantes revelaram estrutura lobular (MAESAWA &
SAKUMA, 1992).

Durante a formacdo da polpa branca em camundongos, foi vista infiltracdo de

linfocitos, formando estrutura ndo esférica, mas contendo varias células caracteristicas de um



foliculo, como células reticulares e linfocitos aos sete dias de autoenxerto esplénico. Aos dez
dias, estrutura esférica da polpa branca foi formada, a partir da PALS, contendo capilares e
linfocitos pequenos e escuros, circundados por eritrocitos extravasados. Aos vinte e oito dias,
foliculo com células reticulares escuras e linfocitos claros apareceram em regido excéntrica a
bainha periarteriolar, com polpa branca separada da zona marginal por capilares. Comparando
ao bago normal, o autoenxerto esplénico em camundongo mostrou proeminente
desenvolvimento da camada de fibroblasto entre a polpa branca e a zona marginal, com nitida
separagdo entre estas camadas. Em bago topograficamente localizado, a divisa entre zona
marginal e foliculo nédo ¢ evidente, devido a marcada infiltragdo de linfocitos e a camada de
fibroblastos ser pobremente desenvolvida (SASAKI,1990).

Seqiiéncia histologica dos eventos na regeneracdo dos auto-implantes esplénicos, tem
sido analisada experimentalmente no TCSC (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973;
DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982), na parede abdominal (PERLA, 1936) e no omento
gastrocolico (TORRES et al, 1994).

Nos estagios sucessivos de desvitalizacdo e de regenera¢ao de implantes esplénicos, a
necrose ja ¢ evidente nas 2 horas seguintes ao procedimento cirurgico (PERLA, 1936),
sofrendo os implantes, rapida degeneracdo dentro das primeiras 24 horas, permanecendo
apenas uma zona fina (rima) de células reticulares viaveis na periferia. Por volta do 3° dia esta
rima expande, com proliferacdo acentuada de células reticulares na zona externa (PERLA,
1936; DIJIKSTRA & LANGEVOORT, 1982), as quais penetram o centro necrotico do
implante (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973) e formam um padrdo de seio. A esta
época, capilares sdo encontrados na rima em regeneracdo, originados de muitos vasos
sanguineos recentemente formados no tecido conjuntivo que circunda o implante; estes
atravessam a capsula em direcdo a por¢do necrética central, com neoformacdo vascular

centripeta (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982; TORRES et al, 1994). Ha divergéncias na



questdo temporal da necrose. Esta ¢ dita no 5° dia, ocupar 1/2 do implante e no 6°, cerca de
1/3 em porg¢do central (PERLA, 1936). Porém, ainda foi observada no 7° dia envolver os 2/3
centrais, mas com plasmocitos, macrofagos e linfocitos em processo de formagao, e no 14° dia
ocupar 1/3 (TORRES et al, 1994) ou estar ausente (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982).
No entanto, ha consenso que ocorre re-organizacao celular e estrutural. Regeneragdo completa
se processando do 12° ao 21° dia (PERLA, 1936). Foliculos linféides sdo observados a partir
do 21° dia (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982). No 28° dia, o implante exibe regeneragao
completa, podendo ser comparado a histologia do bago normal; o suprimento vascular ¢é
evidente, a polpa vermelha esta definida e a polpa branca apresenta foliculos linféides, com
linfécitos maduros, CG ativos, PALS e zonas marginais bem diferenciadas (TORRES et al,
1994). Contudo, o aspecto definitivo de polpa vermelha esplénica passa a ser evidente entre o
21° e o 28° dias e apenas no 35° dia, o de polpa branca (TAVASSOLI; RATZAN &
CROSBY, 1973), com o restabelecimento da integridade histoldgica dos implantes esplénicos
(COONEY et al, 1979). Os primeiros foliculos secundarios sdo percebidos apenas apos 56
dias (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982); no entanto, aos trinta dias pds-implante ainda
foram encontrados pouco tecido esplénico e extensas areas de necrose rodeadas por tecido
fibroso, com arquitetura esplénica normal observada aos noventa dias (PETROIANU, 2003a).
A histogénese dos elementos esplénicos na regeneracdo do implante repete o
desenvolvimento ontogenético do bago, sendo sugerido que os elementos principais deste
orgdo tém uma origem comum no reticulo mesenquimal. Células reticulares de bagos adultos
parecem reter sua potencialidade para diferenciacdo e podem ser as precursoras dos elementos
celulares estruturais, podendo vir a constituir o tecido linfoblastico. Filogeneticamente, ¢é
possivel que a polpa inteira do baco (vermelha e branca) se desenvolva a partir de um reticulo

mesenquimal ancestral comum (PERLA, 1936). Com o processo de regeneragdo claramente



se originando da camada periférica, que escapou do processo degenerativo, sofrido pela
porcdo central do implante (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973).

Ha um relato que, mesmo apods 10 semanas da realizagdo do auto-implante esplénico
na cavidade abdominal, a zona marginal, um achado tipico de qualquer bago murino intacto,
esteve rudimentar ou ausente (ALVES et al, 1999). Este estudo contrasta com outro que
afirma que o tamanho da polpa branca e a espessura da zona marginal em auto-enxerto
esplénico, ¢ praticamente a mesma que a do bago normal (SASAKI,1990).

Biopsia apds 13 meses de implantacdo de fragmento de bago, devido a osteopetrose
congénita em humanos, revelou abundante tecido eritropoiético (BENJAMIN et al, 1978).
Quatorze dias apos auto-implante esplénico, existiam na area de regeneracdo pequenas celulas
com nucleo escuro, correspondendo a precursores de eritrocitos (TORRES et al, 1994).

Com relagdo as caracteristicas de crescimento do bago, distintos processos celulares
mostraram influenciar no ganho ponderal dos mesmos. Trinta dias ap6s o implante, 0 aumento
no peso do fragmento esplénico esteve atribuido as lesdes inflamatdrias pos-cirurgicas,
principalmente presentes no parénquima proximo a superficie de corte, sem nenhuma
significancia regenerativa. Passados 90 dias, houve reajuste da trama vascular do foliculo
malpighiano, devido a proliferacdo capilar dentro dos nodulos linfoides (hiperplasia vascular
intrafolicular), com proliferagdo simultanea de vasos prepeniciliares (hiperplasia vascular
perifolicular). Ocorreu a formag¢do de nova estrutura, reproduzindo as caracteristicas
morfologicas foliculares (desenvolvimento hiperplasico angiolinfoide). A hiperplasia
envolveu essencialmente a polpa branca, consistindo em substrato anatémico de restauragdo
funcional de hematopoese e de imunidade. A polpa vermelha ndo mostrou regeneracao real,
mas hiperplasia, sugerindo uma reago tecidual de adaptagio (POUCHE et al, 1986).

Animais que foram submetidos a esplenectomia parcial tiveram segmentos esplénicos

significativamente menores do que os bagos intactos. Implantes esplénicos foram ainda



menores do que os segmentos esplénicos resultantes da esplenectomia parcial. O peso médio
do tecido esplénico removido de cada grupo experimental correspondeu a 0.49 g (enxerto
esplénico), 0.6 g (esplenectomia parcial) e 1.1 g (controles) (COONEY et al, 1979).

Em modelo experimental de sepse estreptocdcica, os auto-implantes de bagos
recuperados dos animais previamente sadios que morreram de sepse, foram mais pesados em
alguns grupos, do que aqueles dos sobreviventes, que removeram os organismos infecciosos.
Histologicamente, sendo explicado pelo aumento no edema e na resposta inflamatoria vistos
nos animais que sucumbiram a sepse. Em geral, os pesos dos auto-implantes cresceram a
medida que a percentagem dos pesos dos fragmentos implantados aumentava. Mas o implante
maior que 25% do peso do bago, entretanto, resultou em perda de 40-50% no peso do
fragmento esplénico, quando recuperado a autopsia. Exame histologico revelou acréscimo na
quantidade de fibrose, de hemorragia e de necrose, com alguma diminui¢do no nimero de
foliculos linfoides da polpa branca, nos auto-implantes de 100% do bago, quando comparado
aos de 25%. Podendo a necrose e a fibrose nos grandes implantes serem devido a inabilidade
do crescimento limitado de capilares para suprir o tecido esplénico (STEELY et al, 1988).

Em outro estudo de sepse pneumococica, exame post-mortem dezoito semanas apos o
auto-implante de baco no omento, demonstrou regeneragdo em todos os fragmentos de tecido
esplénico. O volume do tecido recuperado foi aproximadamente trés vezes o do implantado,
sendo histologicamente indistinguivel do bago normal (PATEL et al, 1982).

Auto-implante esplénico intraperitoneal de todo e de metade do baco, em
camundongos expostos ao Streptococcus pneumoniae oito semanas apos o procedimento
cirirgico, foi analisado histologicamente cerca de trés semanas pos-infeccdo bacteriana. O
tecido esplénico de ambos os grupos auto-implantados diferiu dos bagos normais somente em

relacdo a dois aspectos: 1) esteve distribuido em multiplos nodulos circundados por uma



pseudocapsula fibrotica, espessa € 2) o suprimento sangiiineo para cada nodulo consistiu de
varios pequenos vasos penetrando em um lado do implante (DICKERMAN et al, 1979).

O peso do baco esteve em fungdo do peso do animal. J& o peso dos implantes
esplénicos recuperados mostrou-se em fun¢do do volume implantado, do intervalo de tempo
decorrido entre a colocacdo e o resgate ¢ da seqiiéncia dos eventos da regeneragdo. Existiu
correlacdo linear entre o peso do tecido implantado e o recuperado, para implantes pesando
menos que 100 mg; com o rato como animal de experimentacdo. Para os maiores que este
valor, ndo existiu correspondente aumento, com até mesmo discreta diminui¢do no peso do
tecido recuperado (devido a taxa de regeneragdo ser significativamente mais lenta, quando
comparada a da necrose; com grandes implantes a necrose prosseguiu ¢ a parte central
colapsou antes que o processo regenerativo pudesse alcanca-la). Pedacos de tecido menores
que 02 mg regeneraram bem. No tocante a variante temporal, durante os primeiros dois dias,
ocorreu uma discreta diminui¢do no peso do implante, com posterior aumento discreto nos
quatro dias seguintes. Durante a segunda semana reduziu menos que 10% do seu peso original
¢ permaneceu baixo por varios dias. Durante a 4* semana, ocorreu um segundo ganho no peso
e no final da 5* semana, o peso do implante estabilizou acima do peso original do tecido.
Essas alteracdes no peso se correlacionaram com a seqiiéncia de eventos histogenéticos
necessarias a completa regeneracdo do implante. A camada externa foi sempre mais
diferenciada do que a zona central, e desta forma, em grandes implantes a zona periférica
pode ter o tecido esplénico desenvolvido de forma definitiva, enquanto a zona central nao teve
mais do que uma camada de células do tecido conjuntivo proliferando e penetrando na zona
necrotica. J4 pequenos implantes atingiram o definitivo quadro histolégico do bago em um

menor periodo de tempo (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973).



Para que seja possivel atribuir que as modifica¢des histologicas observadas em tecido
esplénico, resultante de auto-implante, correspondam a processo real de regeneragdo, a
avaliacdo da capacidade funcional do referido tecido se faz necessaria.

Contribui¢do significativa a esta questdo supracitada, foi conferida por Adeodato
(2004), que verificou que as populagdes de linfocitos CD4, CD8 e CD45RB foram
restabelecidas nos auto-implantes esplénicos de camundongos sadios e esquistossomoticos,
quando estudados pela citometria de fluxo, de forma comparativa com o bago intacto e com o
remanescente esplénico vascularizado. A exposi¢do a doenca esquistossomoética e/ou a
exposicdo a intervencdo cirurgica ndo produziram alteragdes nessas subpopulag¢des celulares.

No entanto, a determinagdo dos subtipos de linfocitos (B, T, CD4+ ¢ CD8+) no sangue
ndo parece ser de valor para predizer a fungdo protetora dos remanescentes esplénicos ou dos
auto-implantes (WILLFUHR, WESTERMANN & PABST, 1992).

Por outro lado, estudos experimentais asseguram que tecido esplénico residual
contribui para a producdo de anticorpos (AIGNER et al, 1980; DIJKSTRA &
LANGEVOORT, 1982) e assim proporciona protecdo contra infecgdes bacterianas
(LIKHITE, 1975; COONEY et al, 1979; DICKERMAN et al, 1979; VEGA et al, 1981;
BRADSHAW & THOMAS JR, 1982a, 1982b; HORTON et al, 1982; PATEL et al, 1982;

STEELY et al, 1988; WILLFUHR; WESTERMANN & PABST, 1992).

2.4.3 do bago com esquistossomose mansoénica

A esplenomegalia na forma hepatoesplénica da esquistossomose foi principalmente
atribuida a expansdo congestiva da polpa vermelha, em conseqiiéncia a dilatagdo dos seios
venosos ¢ por espessamento difuso de suas paredes, juntamente com o alargamento da

trabécula fibrosa, com relativa, mas nao absoluta, diminuicdo da polpa branca. O



espessamento dos corddes esplénicos cursou com o aumento nos componentes da matriz,
especialmente colageno tipo IV e laminina. Depdsito de colageno intersticial (tipos I e III)
ocorreu em pequenas areas focais da polpa vermelha, fora das paredes dos seios venosos, nos
foliculos linféides, na zona marginal, na proximidade das trabéculas fibrosas e nos nédulos
sidero-escleroticos. Ultra-estruturalmente, paredes dos seios venosos foram delimitadas por
membrana basal continua, duas vezes mais espessa que o habitual, e circundadas por
esplendcitos e eventualmente, por macrdéfagos, plasmocitos e linfocitos. Capsula, septo e
trabécula mostraram espessamento proporcional ao aumento global no peso ¢ no volume do
baco, com vasos sangiiineos no interior da trabécula sem alteragdes evidentes, sendo de
diferenca estatistica significativa a espessura da trabécula e ndo a da capsula, em relacao ao
orgao sadio. Foliculos linféides apresentaram variados graus de hiperplasia (com area central
folicular clara), de atrofia e de fibrose, consistindo em alteragdes imprevisiveis; por vezes
todas estas vistas, em diferentes foliculos em mesma sec¢do de bago examinada. Material
hialino, observado no centro de alguns foliculos, mostrou-se positivo para gamaglobulina, e
esteve presente também dentro do citoplasma de células plasmocitarias em muitas areas do
bago (FREITAS et al, 1999).

Histologicamente, a esplenomegalia esquistossomética corresponde a uma hiperplasia
linfo-reticular, tendo inicio ja no terceiro dia apds a infecgdo (estagio toxémico). As alteracdes
se tornam mais evidentes apos quarenta dias, provavelmente como um resultado da maior
atividade fagocitica, devido a destruicdo dos parasitas adultos ¢ dos ovos nos tecidos do
hospedeiro. Em comparagdo a infeccdo tUnica, a re-infeccdo exibe lesdes hiperplasicas
esplénicas mais exuberantes, sendo cada vez mais intensas a medida que ocorre a intervalos
de tempo mais curtos, de forma semanal ou diaria (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-

ABATH, 1961).



Em relacdo a seqiliéncia evolutiva das alteragdes esplénicas na esquistossomose, quatro
etapas distintas foram identificadas: a 1% correspondendo a fase de hiperplasia folicular,
caracterizada por aumento do centro reacional do foliculo; a 2* ao apagamento do foliculo,
com limites menos precisos; a 3" ao espessamento progressivo do reticulo esplénico, com
acentuada celularidade da polpa vermelha, e presenga de varios mondcitos, linfocitos grandes,
médios e pequenos, plasmocitos, macrofagos e granuldcitos; a 4* a fibrose dos cordoes de
Billroth, da capsula e das trabéculas, com redugdo no nimero e atrofia dos foliculos linféides,
congestao da polpa vermelha de grau variavel e persisténcia da hiperplasia celular desta polpa
(MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1960).

Em estudo realizado por Andrade (1962) sobre esquistossomose, bagos exibiram na
polpa branca, figuras de mitose proeminentes nos foliculos linféides, nas primeiras semanas e
raras células contendo gamaglobulina. Com o avango da infec¢do surgiram nesta polpa muitas
células reticulares, em contraste com os bagos sadios. As alteracdes na polpa vermelha
variaram segundo a fase da infecg¢do: da segunda até a oitava semana apo6s a infeccao, esta foi
muito celular e a partir dai até a décima oitava semana se tornaram mais evidentes os achados
congestivos. Além da hiperplasia e da hipertrofia das células reticulares dos corddes
esplénicos e dos seios venosos, surgiram células com moderada ou intensa pironinofilia
citoplasmatica, exibindo varios graus intermediarios de diferenciagdo plasmocitaria; a maioria
exibiu citoplasma abundante, denso e nucleo arredondado, ligeiramente excéntrico, com nitida
membrana nuclear, cromatina dispersa em graos grosseiros ¢ nucléolo pouco evidente.
Aumento progressivo no numero de células expressando gamaglobulina, identificadas como
plasmocitos pela presenca de nticleo excéntrico, se tornou particularmente numeroso por volta
da décima oitava semana. A presenca de ovos de S. mansoni foi registrada excepcionalmente,

com numerosos eosindfilos na polpa vermelha (ANDRADE, 1962).



O trabalho desenvolvido por Andrade & Andrade (1965) apresenta resultados
semelhantes ao descrito anteriormente pelo mesmo autor (ANDRADE, 1962) no que diz
respeito as alteragOes hiperplasicas e atroficas da polpa branca, aos aspectos congestivos, a
ocorréncia freqliente de focos de mielopoese e de plasmocitogénese ¢ a pouca freqiiéncia de
espessamento colageno dos seios venosos. E, de forma adicional, identifica células de
permeio as reticulares na polpa vermelha: eosinofilos, polimorfonucleares e ocasionais
mastocitos, além da disposi¢do multilobar da vascularizagdo esplénica e de circulagdo
fechada, sugerindo que os seios venosos possam funcionar como fistulas arteriolo-venulares
intra-esplénicas. Observa como achados pouco freqilientes: pigmento no citoplasma de células
reticulares, a ndo apresentacdo de reagdo para ferro ou calcio, nem coloragdo pelo P.A.S., bem
como evidéncias de leuco ou eritrofagocitose.

Contrastando com os achados de alteragoes fibroticas descritas por Magalhaes Filho &
Coutinho-Abath (1960), Andrade & Andrade (1965) ndo verificaram proliferagdo
fibroblastica esplénica em nenhum dos 318 casos estudados em humanos. A fibrose foi um
achado excepcional; com feixes colagenos nos corddes esplénicos surgindo em torno de
arteriolas (fibrose adventicial), como seqiiela de focos hemorragicos por ruptura vascular
(n6dulos de Gandy-Gamna), e na periferia de alguns foliculos linfoides.

Em bacos humanos de portadores da FHE da esquistossomose mansonica foram
observados espessamento capsular e septal por deposicdo colagena. PALS e foliculos
secundarios com grande CG foram visualizados, com area folicular 17,2% maior que a
observada em bacos sadios. Zonas marginal e do manto foram individualizadas. Os sinuso6ides
foram dilatados e congestos e ocasionais nédulos de Gandy-Gamma foram vistos. Células T
CD3+ foram especialmente encontradas na PALS, enquanto T CD4+, TCD8+ e células B

CD22+ predominaram nos centros foliculares (SANTOS et al, 2000).



A média dos pesos dos bagos de camundongos acometidos pela doenga
esquistossomotica esteve aumentada, exibindo diferengas estatisticas, quando comparada aos
seus controles (animais sadios). Esta diferenca foi ainda maior no grupo de animais em que
houve re-infeccdo diaria, durante cinco dias consecutivos, em relagdo aos que foram
infectados semanalmente ou de forma tunica (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-
ABATH, 1961).

Na FHE da esquistossomose, o baco pode aumentar de até dez, ou mais vezes, o seu
volume normal (KELNER, 1992). O peso de bacos em humanos variou de 420 a 2540 g
(FREITAS et al, 1999), sendo categorizada a esplenomegalia como de média intensidade para
valores de baco entre 400-650 g e, acentuada, além de 650 g (RASO, 1995). Em modelo
experimental, a média do peso dos bagos de camundongos mantidos em dieta habitual,
dezesseis semanas apods infec¢do com cercarias foi de 327 +/- 107 mg e de correspondentes

malnutridos correspondeu a 78 +/- 29 mg (COUTINHO et al, 1997).



OBJETIVOS



3.1 Geral

Avaliar, através de estudo histologico, a regeneragdo de fragmentos de baco
implantados no grande omento (auto-implantes), em camundongos sadios ¢ na fase cronica
da esquistossomose mansdnica, submetidos a esplenectomia total ¢ ao auto-implante

esplénico de parte do bago.

3.2 Especificos

« Verificar histologicamente a ocorréncia ou ndo da regeneragdo dos auto-implantes de
camundongos sadios e na fase cronica da esquistossomose, comparando-os com a
porcdo nado-implantada do bago dos respectivos animais, obtida por ocasido da
realizac@o de esplenectomia total, seguida do auto-implante de parte do bacgo;

% Observar se ha diferenga nos achados histologicos da regenera¢do dos auto-implantes
esplénicos, entre camundongos sadios ¢ na fase crénica da esquistossomose;

« Avaliar o numero, o tipo de material antigénico e a localizagdo de granulomas

esquistossomoticos nos auto-implantes esplénicos e na por¢do ndo-implantada do

bago.



MATERIAL E METODO



4.1 Desenho cronologico do estudo

O estudo em modelo experimental, sob o ponto de vista cronoldgico, foi elaborado em

trés tempos distintos € complementares entre si:

4.1.1 Primeiro tempo — Infeccio esquistossomotica

Foram utilizados para este estudo 32 camundongos albinos nao-isogénicos, fémeas
adultas, oriundos do biotério do GIDE da UFMG. Dezesseis destes foram infectados com
aproximadamente 25 cercarias de Schistosoma mansoni (cepa Belo Horizonte - BH/MG) aos
02 meses de vida (grupo E), conforme técnica rotineira do biotério, que consiste na injecdo de
01 ml da suspensdo de cercarias em solugdo fisiologica, no TCSC da nuca do animal
(PELLEGRINO & MACEDO, 1955); dezesseis animais sadios da mesma linhagem, sexo e
idade foram mantidos como controles, nas mesmas condi¢gdes de vida do biotério, com ragado e

agua ad libitum (grupo S).

4.1.2 Segundo tempo — Operacdes e obten¢do da por¢io nao-implantada do baco

Aos 180 dias de vida, 120 dias apo6s a infecgdo pelo S. mansoni, espaco de tempo em
que, no grupo de camundongos com esquistossomose, sdao esperadas as alteracoes
fisiopatologicas da forma cronica da doenga, cada animal dos grupos S e E foi submetido a
esplenectomia total, seguida do auto-implante de fatias de parte do bago no grande omento.
Na ocasido do procedimento cirurgico, a por¢ao do bago que nao foi implantada foi destinada

para estudo histopatologico (HP), mantida a divisdo por grupos e criando-se os subgrupos Sl



e El. Ao final das cirurgias, os animais foram reconduzidos a rotina de alimentacdo e demais

condig¢des de vida do biotério.

4.1.3 Terceiro tempo — Sacrificio dos animais e obtencido dos auto-implantes

esplénicos

Oito semanas ap6s o procedimento cirargico todos os animais do estudo foram
sacrificados, sendo removidos para estudo HP os fragmentos de bacos implantados na
cavidade abdominal, os quais passaram a integrar os subgrupos S2 ¢ E2. Também o figado de
cada animal foi retirado e destinado para estudo HP, com o objetivo de confirmar ou excluir

as alteragdes decorrentes da esquistossomose, na sua fase cronica.

4.2 Anestesia dos animais

Os animais foram inicialmente sedados com diazepan, cerca de 04 minutos antes de
praticado o procedimento cirargico: esplenectomia total, com auto-implante esplénico. Em
cada camundongo foi injetado em seringa milimetrada 0,05 ml de diazepan (Diempax® 10
mg - 02 ml) na dose de 0,25 mg, via intraperitonial.

Em seguida foram pesados e colocados a mesa de operagdao (Anexos 1 e 2). Realizada
anti-sepsia com solu¢do iodada e tricotomia do hipocondrio esquerdo com lamina de barbear,
sendo entdo os animais anestesiados com 0,05 ml da dilui¢do de pentobarbital sddico (100 mg

- 02 ml) em 4,7 ml de 4gua destilada, correspondendo na dose de 0,75 mg, via intraperitonial.



4.3 Procedimentos cirirgicos

As intervengdes cirtrgicas foram realizadas no Laboratorio de Cirurgia Experimental
da Faculdade de Medicina da UFMG, em condi¢des de anti-sepsia, com campos ¢
instrumental esterilizados para cada grupo operado.

Através de uma incisdo obliqua no flanco esquerdo, apos anti-sepsia da pele com
solucdo de PVPI a 10 %, o baco foi mobilizado, sendo os pediculos vasculares ligados com
fio de algodao 3-0 para a remogdo do orgao.

Apoés a remogdo dos bagos inteiros, os mesmos foram micropesados em balanga de
precisaio METTLER AE 50, sobre papel de aluminio esterilizado, sendo em seguida fatiados
no sentido transversal, com espessura aproximada de 1,0 mm. O tecido esplénico ndo-
implantado na cavidade abdominal foi micropesado sobre papel de aluminio nao-estéril.
Obteve-se o peso do tecido esplénico auto-implantado por subtragdo do peso do bago inteiro
pelo peso da porgdo ndo-implantada do bago (Anexos 1 e 2).

O auto-implante consistiu na colocagdo de 05 fatias do bago em bolsa confeccionada
no omento maior, ao longo da grande curvatura do estdmago, correspondendo ao volume de
cerca de 2/3 do peso total do bagco, no caso de animais sadios, € ao volume de
aproximadamente 1/2 do peso total do o6rgdo, no caso de animais na fase cronica da
esquistossomose. A incisdo foi suturada em 02 planos, musculo-aponeurdtico e tela
subcutanea-pele, respectivamente, com chuleio simples de fio de seda 5-0. Os animais foram
observados até assumirem a funcdo motora, retornando as condicdes usuais do cativeiro, em
gaiolas separadas por subgrupo.

Atencdo especial foi dedicada a presenca ou ndo de bacos acessorios, quando do ato

operatorio.



4.4 Acompanhamento e evolucio pos-operatorios

Os animais foram numerados e identificados seqiiencialmente por marcac¢do de acido
picrico na cabeca, dorso ¢ patas; foram acompanhados em relagdo ao comportamento, a
alteracdo do peso, a atividade motora, ao apetite ¢ ao estado dos pélos. Foram mantidos em
gaiolas separadas por subgrupos, limpas 02 vezes por semana, sob as mesmas condi¢des de
vida do biotério, sendo oferecidas racao e agua ad libitum; desde o inicio da pesquisa.

Nos momentos criticos, i.e., pds-operatério até o 7° DPO, foram observados a cada 6
horas. Animais que apresentassem alteragdes nos parametros estudados eram isolados dos
demais em gaiolas separadas para observagdo mais proxima da sua evolu¢do individualizada;

observagoes diarias foram registradas em protocolos individuais.

4.5 Sacrificio dos animais

Oito semanas apos o procedimento cirargico de auto-implante esplénico, os
camundongos foram sacrificados por sec¢do medular, através de deslocamento cervical, sob
anestesia por inalagdo de éter sulfurico. Em seguida, colocados em decubito dorsal, sendo
realizada laparotomia ampla, na forma de “H” deitado e autopsiados, com retirada dos figados
e dos auto-implantes esplénicos, os quais foram pesados e encaminhados para estudo
anatomopatologico (Anexos 1 ¢ 2).

As pecas cirirgicas de cada animal foram colocadas em recipientes separados e

identificadas.



4.6. Macroscopia

4.6.1 do figado

Foi observado a necropsia o aspecto macroscopico de todos os figados dos animais,
quanto ao peso, a cor, a superficie externa e de corte, sendo os 6rgaos em seguida colocados

em recipientes separados com formol a 10% tamponado.

4.6.2 do tecido esplénico

Em todos os animais, foi observado por ocasido do procedimento cirurgico o aspecto
macroscopico do bago inteiro, da por¢do nao-implantada do bago e dos fragmentos esplénicos
auto-implantados quanto ao peso, a cor e a superficie externa.

Ap6s o sacrificio dos animais esses mesmos parametros de estudo acima descritos
foram também verificados para os fragmentos esplénicos resgatados apos o auto-implante e
de forma adicional registrado o numero de fragmentos recuperados (Anexos 1 e 2).

Todo o material retirado dos camundongos foi acondicionado em recipientes
individualizados contendo formol a 10% tamponado para fixagdo dos tecidos e submetidos a

estudo HP posterior.



4.7 Microscopia

4.7.1 do figado

Os figados resgatados de todos os animais foram analisados histologicamente pelas
coloracdes da Hematoxilina & Eosina (H.& E.) e do Tricromico de Masson, seguindo-se ao
processamento técnico-laboratorial incluindo desidratacio em 4alcool a concentragdes
crescentes, lavagem em xylol, emblocamento em parafina e cortes histolégicos em secgdes de
04 p no micrétomo. O estudo pela microscopia Optica incluiu a verificagdo dos parametros
histolégicos de normalidade (preservacdo arquitetural, auséncia de estruturas e/ou células
consideradas como estranhas, alteradas em numero, forma ou aspecto citologico) e das
alteracdes hepaticas decorrentes do acometimento pela doenga esquistossomotica em sua fase

cronica.

4.7.2 do tecido esplénico

A porgdo ndo-implantada de bago e os auto-implantes esplénicos resgatados a
necropsia dos animais foram submetidos ao mesmo processamento laboratorial para
confeccdo de laminas de histologia, como descrito para o tecido hepatico.

Na avaliagdo histologica da capacidade de regeneragdo dos auto-implantes esplénicos
de camundongos foi considerado o desenvolvimento da polpa vermelha com quantificacdo da
celularidade (leucdcitos, plasmocitos, precursores eritrocitarios, hemacias e megacaridcitos)
presente nos seios e sinusoéides; da polpa branca, o tecido linféide, com as regides
perifoliculares (tecido linféide extrafolicular) e centrofoliculares, sendo analisado o grau de

ativacdo folicular, através da verificacdo de linfocitos de tamanhos médio e grande e de



figuras de mitose no CG; o tecido fibroso, pela espessura da capsula e das trabéculas e a
intensidade da fibrose intersticial quando presente (em areas focais da polpa vermelha e nas
proximidades das trabéculas fibrosas); a vascularizagdo, pelo estudo dos vasos trabeculares,
das artérias centrais, das artérias foliculares e suas ramificagdes, das artérias peniciliares, dos
vasos capilares sanguineos e dos sinusoides da polpa vermelha; a formagdo de granulomas,
considerando o numero, o tipo de material antigénico (ovo viavel, ovo ndo vidvel, casca de
ovo de S. mansoni) e a localizagdo dos mesmos no parénquima esplénico (central e
periférica); a presenca de pigmento acastanhado, disposto de forma intra-citoplasmatica em
células macrofagicas, no intersticio celular ou depositado em tecido fibroso.

As mesmas variaveis histoldgicas foram também estudadas na por¢ao nao-implantada
do bago dos respectivos animais, para efeito de comparagdo entre os subgrupos.

Graduagdes para espessura da capsula e das trabéculas, incluiram espessa, média e
fina.

Fibrose intersticial, foliculos linféides, linfocitos de tamanhos médio e grande no CG
dos foliculos, tecido linféide extrafolicular, vascularizagdo, leucdcitos polimorfonucleares,
plasmocitos, células da série eritrocitaria incluindo precursores eritrocitarios e hemacias,
megacariocitos e pigmento acastanhado foram graduados quanto a verificagdo em ausente,
minima, + (leve), ++ (moderada) e +++ (intensa).

Figuras de mitose no centro germinativo, PALS e granulomas foram registrados
quanto a sua presenga ou auséncia.

A anélise histologica foi realizada por dois patologistas em momentos diferentes,
entrando em um consenso quando da discordancia em quaisquer dos parametros histologicos,
quanto a graduagdo estipulada por cada um em separado. Tendo sido ao final, criada uma

unica tabela para cada item estudado (Anexos 3 a 7).



4.8 Analise estatistica

Testes do Qui-Quadrado foram aplicados aos resultados do estudo histologico da
por¢cao nao-implantada do baco e dos auto-implantes, de animais sadios e na fase cronica da
esquistossomose, analisando os valores entre os subgrupos de um mesmo grupo (S1 e S2, E1l
e E2) e entre subgrupos semelhantes de grupos diferentes (S1 e E1, S2 e E2). Quando a
freqiiéncia esperada foi menor que 5, foi utilizado o Teste de Fisher.

Para comparagdo entre os grupos S (sadios) e E (esquistossomoticos) das médias dos
pesos: dos animais, dos bacgos inteiros, dos fragmentos de bagos auto-implantados, dos
fragmentos de bagos resgatados a autdpsia, dos figados; dos numeros de fragmentos
esplénicos resgatados a autdpsia e das variaveis relativas ao estudo dos granulomas, foi
utilizado o teste t de Student para duas amostras homoscedasticas, teste bicaudal.

Foram consideradas diferencas estatisticamente significantes, para valores de p< 0,05.

Percentagem simples foi realizada, referente ao valor do peso dos fragmentos

esplénicos implantados e aos resgatados apos auto-implantes, em ambos 0s grupos de animais

(SeE).



RESULTADOS



5.1 Macroscopia

5.1.1 do figado

Os figados obtidos ao tempo do sacrificio apresentaram-se nos animais sadios com as
superficies externa e de corte, acastanhadas e lisas, e, nos portadores da fase crénica da
esquistossomose, os figados eram maiores, exibiram, a superficie externa acinzentada, opaca,
levemente irregular e a superficie de corte compacta, acinzentada, e com discretas areas
pardacentas.

Existiu diferenga estatisticamente significativa ao serem comparadas as médias dos
pesos dos figados (p< 0,001) dos grupos de animais sadios e na fase crénica da

esquistossomose (Tabela 1).

Tabela 1. Médias dos pesos, em gramas, dos figados em animais sadios e na fase

cronica da esquistossomose.

Grupo S Grupo E Teste t de Student

Figado 1,8940 2,7182 p<0,001

5.1.2 do tecido esplénico

Os Dbagos dos animais removidos por ocasido da esplenectomia eram
significativamente aumentados em volume nos camundongos do grupo E, em relagdo aos do
grupo S (Tabela 2). Independente do grupo, todos os bagos exibiram a superficie externa lisa,
violacea. Ao serem seccionados transversalmente para obtencdo da por¢do ndo-implantada e

dos fragmentos para o auto-implante no grande omento, a superficie de corte era compacta,



violdcea. Os fragmentos esplénicos resgatados a necropsia, apds o auto-implante,
apresentaram-se aderidos aos sitios de implantacdo, a maioria ao grande omento e ao
pancreas, € em menor propor¢ao as paredes gastrica e intestinal.

Nao foram observados bacos acessorios.

Existiu diferenca estatisticamente significativa ao serem comparadas as médias dos
pesos dos bagos inteiros (p< 0,0001) e dos fragmentos de bagos implantados (p< 0,0001), dos
grupos de animais sadios ¢ na fase cronica da esquistossomose. Nao houve diferenca ao se
comparar as médias dos pesos dos animais e dos fragmentos esplénicos resgatados apos o

auto-implante (Tabela 2).

Tabela 2. Médias dos pesos, em gramas, dos animais e dos tecidos esplénicos, em

animais sadios e na fase cronica da esquistossomose.

Meédias dos pesos Grupo S Grupo E Teste t de Student
Animais 34,1875 34,2375 p> 0,05
Bacos Inteiros 0,1125 0,2829 p<0,0001
Fragmentos Implantados 0,0708 0,1426 p<0,0001
Fragmentos Resgatados 0,0908 0,0770 p> 0,05

O volume esplénico implantado correspondeu a aproximadamente 2/3 (62,93%) do
peso do bago inteiro, no grupo de animais sadios e a 1/2 (50,39%) no grupo de animais na
fase cronica da esquistossomose (Tabela 3).

No grupo de animais sadios, ocorreu um aumento na média dos pesos dos
fragmentos esplénicos resgatados a data do sacrificio, em relacdo a média dos pesos dos
fragmentos esplénicos auto-implantados, a pesagem por ocasido do auto-implante,

correspondendo a um ganho de 28,16%. Nos animais com esquistossomose, a média dos



pesos dos fragmentos esplénicos resgatados equivaleu a aproximadamente metade (53,99%)

dos pesos dos fragmentos auto-implantados (Tabela 3).

Tabela 3. Percentuais dos pesos, em gramas, dos fragmentos esplénicos implantados
em relacao aos dos bagos inteiros e dos fragmentos esplénicos resgatados em relagdo aos

implantados, em animais sadios e na fase cronica da esquistossomose.

Grupo S Percentagem Grupo E Percentagem
Bagos Inteiros 0,1125 0,2829
Fragmentos Implantados 0,0708 62,93 0,1426 50,39
Fragmentos Resgatados 0,0908 28,16 0,0770 -53,99

5.2 Estudo histologico

5.2.1 do tecido hepatico

Todos os figados dos animais do grupo S (sadios) exibiram aspecto microscopico
dentro dos padrdes da normalidade, sem evidéncias de acometimento pela doenca
esquistossomotica (Fig. 1).

O exame histolégico confirmou a presenca de alteracdes parenquimatosas
caracteristicas do acometimento hepatico na fase cronica da esquistossomose. Foram
observados no espago porta e periportal: fibrose, infiltrado inflamatorio variavel, neoformagao
vascular e granulomas, por vezes contendo ovos, miracideos ou vermes do parasito (Figs. 2 a

4).



5.2.2 do tecido esplénico

Foi observada uma maior espessura da capsula esplénica neoformada nos auto-
implantes esplénicos, tanto dos animais sadios (Fig. 5), quanto dos portadores de
esquistossomose (Fig. 6), com valores estatisticamente significativos (p < 0,001) quando
comparados a por¢ao nao-implantada dos respectivos bacos (Figs. 7 e 8). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa ao serem comparados os dois subgrupos de auto-implantes entre
si (Tabela 4).

Com relacdo a espessura da trabécula esplénica, houve diferenca estatistica
significativa entre a por¢do nao-implantada do bago de animais sadios e na fase cronica da
esquistossomose (p= 0,01) (Tabela 4).

A fibrose intersticial esteve ausente ou foi leve na por¢do nao-implantada do bago de
ambos os subgrupos de animais (Figs. 9 e 10), assumindo intensidade moderada e intensa
apenas nos auto-implantes esplénicos (Figs. 11 e 12). A diferenga foi estatisticamente
significativa ao serem comparados os auto-implantes esplénicos com sua respectiva por¢ao
ndo-implantada (p< 0,001) (Tabela 4).

A presenca de foliculos linféides ndo diferiu de forma significativa no tecido esplénico
de animais sadios e na fase cronica da esquistossomose, quer de auto-implantados ou de
porcao nao-implantada (Tabela 5).

Linfécitos de tamanhos médios e grandes no centro dos foliculos linféides foram
observados em maior quantidade na por¢ao ndo-implantada do bago de animais portadores de
esquistossomose (Figs. 13 e 14), com diferencgas estatisticamente significativas em relacdo aos
auto-implantes (Figs. 15 e 16) dos mesmos animais (p< 0,001) e a por¢do ndo-implantada
(Fig. 17) dos animais sadios (p< 0,01), mas ndo ao se comparar este ultimo subgrupo com os

seus respectivos auto-implantes (Figs. 18 a 20) (Tabela 5).



Mitoses estiveram presentes de forma freqiiente nos centros germinativos do tecido
esplénico de todos os subgrupos de animais, ndo estando ausente em nenhuma das porgdes
ndo-implantadas dos bagos de animais com esquistossomose. Em relagdo a freqiiéncia de
figuras de mitose nos centros germinativos, ndo ocorreu diferenca estatisticamente
significativa entre os subgrupos de animais sadios, nem entre os subgrupos de animais com
esquistossomose, nem ao se comparar os subgrupos com a por¢ao nao-implantada do bago
entre si ou com auto-implantes (Tabela 5).

Em todos os subgrupos de animais estudados, PALS foram observados, ndo sendo
ausente em nenhum deles (Fig. 21) (Tabela 5).

Foi verificada uma maior expressdo de linfocitos em areas extrafoliculares nos
subgrupos de animais submetidos ao auto-implante (Fig. 22); esta diferenca foi
estatisticamente significativa entre os subgrupos de animais sadios (p=0,01) (Tabela 5).

A vascularizagdo foi de intensidade moderada e intensa em praticamente todos os
tecidos esplénicos estudados, com exce¢do de apenas um auto-implantado de animal sadio, o
qual foi leve. Nao existiu diferenga estatistica entre os subgrupos de animais sadios, nem entre
os subgrupos de animais auto-implantados (Tabela 6).

Leucocitos polimorfonucleares estiveram presentes em maior nimero nos subgrupos
de animais auto-implantados (Fig. 23). Houve diferenca estatisticamente significativa entre os
subgrupos de animais sadios entre si (p< 0,05) e entre os subgrupos de animais portadores de
esquistossomose entre si (p< 0,01) (Tabela 7).

Precursores eritrocitarios (Fig. 24) foram observadas em todos os subgrupos de
animais, sem diferenga estatistica entre os mesmos (Tabela 7).

Foi verificada uma maior quantidade de hemacias na polpa vermelha de tecidos

esplénicos de camundongos na fase cronica da esquistossomose, tanto nos auto-implantes



quanto na por¢do ndo-implantada do bago, quando comparados aos respectivos subgrupos de
animais sadios, sem diferenca estatisticamente significativa entre eles (Tabela 7).

Em nenhum dos tecidos esplénicos dos animais com esquistossomose deixou de ser
verificada a presenca de plasmocitos (Figs. 25 a 27) ou estes estiveram presentes em
quantidade minima. Diferencas estatisticamente significativas existiram entre os animais
sadios e os portadores de esquistossomose, ao se comparar quer as porgdes nao-implantadas
dos bacos (p< 0,001), quer os auto-implantes (p< 0,001) entre si (Tabela 7).

Megacaridcitos ocorreram em maior nimero nos auto-implantes esplénicos, tanto dos
animais sadios (Fig. 28), quanto dos portadores de esquistossomose (Fig. 29), tendo esses
subgrupos apresentado diferengas estatisticas significativas em relagdo a por¢do nao-
implantada do bago dos respectivos animais (p< 0,01) (Tabela 7).

Pigmento acastanhado foi detectado em moderada e intensa quantidade no tecido
esplénico auto-implantado de animais na fase cronica da esquistossomose (Figs. 30 e 31),
disposto no interior de células fagocitarias ou de forma extracelular, depositado em tecido
fibroso intersticial e cicatricial, sendo a diferenga estatisticamente significativa ao ser
comparado com o subgrupo de auto-implantes de animais sadios (Tabela 8).

A média do numero de fragmentos esplénicos auto-implantados e resgatados a data do
sacrificio dos animais, ndo diferiu entre os subgrupos de animais sadios e com
esquistossomose (Tabela 9).

A média do namero total de granulomas pelo nimero total de casos com granulomas,
bem como a média do numero total de granulomas contendo ovos vidveis (Figs. 32 a 34), ou
cascas de ovo, ou sem restos ovulares visiveis, pelo nlimero de casos com granulomas para
cada variavel em particular, ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas, ao
serem comparados entre si, os subgrupos de tecidos esplénicos acometidos pela

esquistossomose, ou seja, a por¢ao nao-implantada (E1) e os auto-implantes (E2). Nao houve



também diferenca entre os referidos subgrupos de estudo, com relacdo as médias do niimero
de granulomas, de acordo com sua localizagdo no tecido esplénico, se central ou periférico
(p> 0,05) (Tabela 10).

Em trés casos de auto-implantes esplénicos estudados, foi observada a formacdo de
granuloma em localizagdo extraparenquimatosa: em tecido conjuntivo pericapsular ¢ em area
adjacente ao tecido pancredtico, com presenca de casca de ovo de Schistosoma mansoni em
seu interior (Fig. 35).

O achado histologico de regeneragdo de auto-implantes esplénicos foi similar ao
aspecto histologico da porcdo ndo-implantada do bago, ao serem comparados entre si os

subgrupos de um mesmo grupo (Figs. 36 a 43).



Tabela 4. Estudo histologico do tecido fibroconjuntivo nos fragmentos de auto-

implantes esplénicos e na por¢do ndo-implantada do bago, de animais sadios e na fase cronica

da esquistossomose.

Tecido Estudado Numero de animais

Subgrupo S1 Subgrupo S2 Subgrupo E1 Subgrupo E2
Capsula
Fina 16 03 16 02
Meédia/Espessa 0 13 0 14
SleS2 X*= 18,66 p<0,001
EleE2 X?=21,46 p<0,001
SleEl - -
S2eE2 Fisher p> 0,05
Trabécula
Fina 13 08 05 02
Meédia/Espessa 03 08 11 14
SleS2 X*=2,22 p> 0,05
El e E2 Fisher p> 0,05
S1eEl X*=6,22 p=0,01
S2 e E2 X’= 3,64 p> 0,05
Fibrose
Intersticial
Ausente 15 0 12 0
+ 01 07 04 01
++ou +++ 0 09 0 15
SleS2 X?=128,5 p< 0,001
EleE2 X*=28.8 p<0,001
SleEl - -
S2eE2 -—-- -—--

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa



Tabela 5. Estudo histolégico dos componentes da polpa branca nos auto-implantes

esplénicos e na por¢do ndo-implantada do bago de animais sadios e na fase cronica da

esquistossomose.
Componentes Numero de animais
Subgrupo S1 Subgrupo S2 Subgrupo E1 Subgrupo E2

Foliculos linféides

+e++ 07 06 04 08
-+ 09 10 12 08
SleS2 X*=0,0 p> 0,05

EleE2 X=1,2 p> 0,05

S1eEl X*=0,55 p> 0,05

S2eE2 X*=0,13 p> 0,05

Linfocitos  médios/

grandes (CG)

+ 07 05 0 4
++ 07 08 07 12
+++ 02 03 09 0
SleS2 X’=0,6 p> 0,05

EleE2 X*=14,3 p< 0,001

S1eEl X*=11,45 p<0,01

S2eE2 X*=3,91 p> 0,05

Mitoses (CG)

Presente 12 13 16 15
Ausente 04 03 0 01
SleS2 Fisher p> 0,05

El e E2 Fisher p> 0,05

SleEl Fisher p> 0,05

S2 e E2 Fisher p> 0,05

PALS

Presente 16 16 16 16
Ausente 0 0 0 0
SleS2 - -

EleE2 — —

SleEl - -

S2 e E2 - -

Linfocitos

extrafoliculares

+ 10 02 11 05
++e +++ 06 14 05 11
SleS2 X*=6,53 p=10,01

El e E2 X*=3,13 p> 0,05

SleEl X*=0,0 p> 0,05

S2 e E2 Fisher p> 0,05

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa



Tabela 6. Estudo histologico da vascularizagdo nos auto-implantes esplénicos e na

porc¢do ndo-implantada do baco de animais sadios e na fase cronica da esquistossomose.

Vascularizacdo Numero de Animais
Subgrupo S1 Subgrupo S2 Subgrupo E1 Subgrupo E2
+ 0 01 0 0
++e +++ 16 15 16 16
SleS2 Fisher p> 0,05
EleE2 -—-- -
SleEl - -—--
S2 e E2 Fisher p> 0,05

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa



Tabela 7. Estudo histolégico da celularidade na polpa vermelha nos auto-implantes

esplénicos e na por¢do ndo-implantada do bago de animais sadios e na fase cronica da

esquistossomose.
Celularidade Numero de animais
Subgrupo S1  Subgrupo S2 Subgrupo E1 Subgrupo E2

Leucdcitos

Minima/+ 16 11 16 08
++e+++ 0 05 0 08
SleS2 Fisher p< 0,05

El e E2 Fisher p< 0,01

S1eEl

S2 e E2 X*=0,52 p> 0,05

Precursores

eritrocitarios

+ 09 04 06 09
++ 07 12 10 07
SlesS2 X*=2,07 p> 0,05

EleE2 X*=0,5 p> 0,05

SleEl X*=0,5 p> 0,05

S2 e E2 X*=2,07 p> 0,05

Hemacias

+e++ 13 12 08 10
4+ 03 04 08 06
SleS2 Fisher p> 0,05

EleE2 X’=0,49 p> 0,05

S1eEl X*=3,35 p=0,07

S2eE2 X’=0,56 p> 0,05

Plasmécitos

Ausente/minima 11 12 0 0
+ 05 04 12 11
++ 0 0 04 05
SleS2 Fisher p> 0,05

El e E2

S1eEl X?=13,85 p< 0,001

S2 e E2 X*=16,13 p< 0,001

Megacaridcitos

+ 0 08 0 09
++ 04 05 09 05
-+ 12 03 07 02
SleS2 X*=13,51 p<0,01

El e E2 X*=12,92 p<0,01

Sl1eEl

S2eE2 X*=0,26 p> 0,05

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa



Tabela 8. Estudo histologico sobre a presenga de pigmento de coloragdo
acastanhada intra e extra-celular nos auto-implantes esplénicos e na por¢ao ndo-implantada do

baco de animais sadios e na fase cronica da esquistossomose.

Pigmento Numero de animais
Subgrupo S1 Subgrupo S2 Subgrupo E1 Subgrupo E2
Ausente 04 06 0 0
+ 12 08 16 02
++e +++ 0 02 0 14
SleS2 X*=3.2 p> 0,05
El e E2 -—-- -
S1eEl -—— -——-
S2eE2 X*=18,6 p<0,001

+ = leve; ++ = moderada; +++ = intensa

Tabela 9. Média do numero de auto-implantes esplénicos resgatados por animal, a

data do sacrificio, em animais sadios e na fase cronica da esquistossomose.

Numero de animais
Subgrupo S2 Subgrupo E2 Teste t de Student
N° IR* 4 4,0625 p> 0,05

*N° IR= Numero de implantes esplénicos resgatados.



Tabela 10. Médias do nimero de granulomas por casos com granulomas em tecido

esplénico de animais na fase crénica da esquistossomose.

Granulomas Meédias
Subgrupo E1 Subgrupo E2 Teste t de Student
Total 07 4,1 p> 0,05

Material antigénico

Ovo viavel 2.4 2,14 p> 0,05
Ovo ndo viavel 02 1,25 p> 0,05
Casca de ovo 1,33 2,33 p> 0,05
Sem restos ovulares 06 1,75 p> 0,05
Localizacio

central 2.4 03 p> 0,05

periférico 06 3,88 p> 0,05




Aspecto histologico de figado de gico de figado de
camundongo sadio (Tricrémico de Masson, 50 X). camundongo na fase cronica da esquistossomose.
Fibrose portal estrelada e granulomas (Tricromico

de Msson, 25 X).

Figs. 3 e 4 — Verme adulto de S. mansoni em ramo porta de figado de camundongo na fase crénica da
esquistossomose (Tricromico de Masson, 50 X).
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Fig. 5 — Capsula esplénica neoformada em auto-
implante de camundongo sadio (Tricromico de
Masson, 200 X).

Fig. 6 — Capsula esplénica neoformada em auto-
implante de camundongo na fase cronica da
esquistossomose (Tricromico de Masson, 200 X).
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(Tricromico de Masson, 200 X).
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Fig. 8 — Cépsula esplénica na porc¢ao nao-implantada do

baco de camundongo na fase cronica da

esquistossomose (Tricromico de Masson, 200 X).




do baco de camundongo sadio (Tricromico de
Masson, 200 X).
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esplénico de camundongo sadio (Tricromico de
Masson, 200 X).

Fig. 11 — Fibrose intersticial em auto-implante | Fig. 12 — Fibrose intersticial em auto-implante

esplénico de camundongo na fase cronica da
esquistossomose (Tricromico de Masson, 200 X).




Figs. 13 e 14 — Centro Germinativo de foliculo linféide na por¢do nao-implantada do baco de camundongo na fase

cronica da esquistossomose. Linfocitos de tamanhos meédio e grande em por¢do central do folic
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Figs. 15 e 16 — Centro Germinativo em auto-implante esplénico de camundongo na fase cronica da
esquistossomose. Menor expressao de linfocitos de tamanhos médio e grande em porcao central do foliculo
(H.E., 200 X).




Fig. 17 — Centro Germinativo de foliculo linfoéide na
porcdo ndo-implantada do bago de camundongo
sadio (H.E., 200 X).

Fig. 18 — Centro Germinativo de foliculo linfoide em
auto-implante esplénico de camundongo sadio (H. E.,
200 X).




F1g 21 — Bainha linféide peri-arterilar em auto- ig. 22 — Prol
implante esplénico de camundongo sadio (H. E., | extrafolicular em auto-implante esplénico de
200 X). camundongo sadio (H.E., 50 X).




)
AT

"
v

Y & |

B i)

"Er;'
2 \ ()

Nl B

¥7

»%
»

4

b N

a

¥ W

L) vl
"""f' \, Y d .
- d ’. r v.ri' 2

U o9 w=

Fig. 23 — Leucdcitos polimorfonucleares em auto-
implante esplénico de camundongo sadio (H.E, 400
X).

Fig. 24 — Precursores eritrocitarios em auto-implante
esplénico de camundongo na fase cronica da
esquistossomose (H.E, 400 X).

"’? o a ‘g'
» o

f .ca..'.;ﬁgz}%{;
T LR 7

Y

- ¥

AN

Fig. 25 — Proliferacdo plasmocitaria em auto-implante esplénico de
camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 500 X).




Figs. 26 ¢ 27 — Proliferacdo plasmocitaria em auto-implante esplénico de
camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 1000 X).




Fig. 28 — Megacariocitos em auto-implante esplénico de
camundongo sadio (H.E, 400 X).

Fig. 29 — Megacariocitos em auto-implante esplénico de
camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 500 X).
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Fig. 30 — Pigmento castanho escuro em auto-implante esplénico de
camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 50 X).

Fig. 31 — Pigmento castanho escuro em auto-implante esplénico de
camundongo na fase crdnica da esquistossomose (H.E, 200 X).




Fig. 32 — Granuloma com ovos viaveis de S. mansoni

na porg¢ao ndo-implantada do bago (H. E., 200 X).

Fig. 33 — Granulomas com ovo vidvel e cascas de
ovos de S. mansoni em auto-implante esplénico (H.
E., 200 X).

Fig. 34 — Granuloma com ovo viavel de S. mansoni
em auto-implante esplénico (H. E., 400 X).

Fig. 35 — Granuloma com cascas de ovos de S.
mansoni junto ao pancreas adjacente ao auto-
implante esplénico (H. E., 200 X).




Fig. 36 — Aspecto histologico da por¢do ndo-implantada do bago de
camundongo sadio (H.E, 25 X).

Fig. 37 — Aspecto histoloégico de regeneracdo de auto-implante
esplénico de camundongo sadio (H.E, 25 X).




Fig. 38 — Aspecto histologico da por¢do ndo-implantada do baco de
camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 25 X).

Fig. 39 — Aspecto histologico de regeneragdo de auto-implante esplénico
de camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 25 X).




Fig. 40 — Aspecto histologico de regeneracao de auto-implante esplénico
de camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 25 X).

Fig. 41 — Aspecto histologico de regeneracao de auto-implante esplénico
de camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 25 X).




Fig. 42 — Aspecto histologico de regeneragdo de auto-implante esplénico
de camundongo sadio (H.E, 50 X).

Fig. 43 — Aspecto histologico de regeneragdo de auto-implante esplénico
de camundongo na fase cronica da esquistossomose (H.E, 50 X).




DISCUSSAO



6.1 Sobre o modelo animal

Primeiramente ¢ preciso ser questionado o quanto o “modelo murino” realmente
representa as alteragdes observadas na esquistossomose avangada no homem. Desta forma, os
resultados desse estudo devem ser analisados com cautela quanto a extrapolagao para outra
espécie animal.

No entanto, experimentos prévios demonstraram ser este modelo apropriado para
estudo da esquistossomose (ANDRADE, 1962; WU et al, 1982; ANDRADE & GRIMAUD,
1986; WYLER et al, 1987; SARIN et al, 1991; TIMENS, 1991; ANDRADE; SILVA & SOUZA,
1997; COUTINHO et al, 1997), reproduzindo os achados clinicos, patologicos ¢ hemodinamicos
de forma satisfatoria, quando comparados aos dos humanos (SARIN et al, 1991).

A infecgdo esquistossomotica foi obtida através da inoculagdo subcutinea de 25
cercarias de S. mansoni, procedimento este comumente realizado por outros investigadores,
com objetivo alcangado com sucesso (PELLEGRINO & MACEDO, 1955; COUTINHO et al,
1997), o que justifica o emprego desse método em pesquisa cientifica. Esta forma de infec¢ao
foi empregada neste estudo, ndo apenas por ser esta a utilizada para producdo de
esquistossomose no GIDE da UFMG; local onde a parte pratica deste experimento foi

executada, mas, sobretudo, pelos excelentes resultados obtidos (ADEODATO, 2004).

6.2 Sobre as alteracées nas medidas de peso de érgiaos na doenga esquistossomotica

6.2.1 o figado

A hepatomegalia aqui verificada pelo aumento na média dos pesos dos figados dos

animais na fase cronica da esquistossomose, ao ser comparada a média dos pesos desta



viscera dos animais sadios, veio a confirmar o ja descrito na literatura (RASO, 1995;

ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997).

6.2.2 0 baco

A esplenomegalia verificada em bagos de animais na fase cronica da esquistossomose,
concordou com achados anteriores de aumento do bago documentados em modelos
experimentais (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1960, 1961; MAHMOUD
& WOODRUFF, 1978) e em humanos portadores dessa forma da doenca (KELNER, 1992;
FREITAS et al, 1999). Ja estd bem definido na literatura que o aumento no peso do bago na
esquistossomose, ocorre de forma progressiva, com a duragdo da infecgdo, como decorrente
da hiperplasia esplénica difusa, secundaria a congestao pela hipertensdo portal e a hiperplasia
do sistema reticulo-endotelial (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1960, 1961;
ANDRADE, 1962) coincidindo com resposta imunologica com produgdo de anticorpos
(ZWINGENBERGER et al, 1988; EL-CHEIKI et al, 1994), frente a estimulagdo antigénica
dos produtos originados do parasita causador da doenga.

Em relac@o ao volume, peso e consisténcia do baco na esplenomegalia esquistossomotica,

polpa branca assumiu pouca importancia por alteragdes nesses parametros (FREITAS et al, 1999).

6.2.3 Os auto-implantes esplénicos

A diferenga na proporc¢do de tecido esplénico implantado no grande omento entre os
animais sadios (2/3) e com esquistossomose (1/2), deveu-se ao fato dos implantes esplénicos
serem todos da mesma espessura, fatiados no sentido transversal do 6rgdo, e o baco dos
animais acometidos pela doenga esquistossomotica exibir hipertrofia difusa do mesmo.

Embora em termos percentuais o volume esplénico implantado no grupo de animais

sadios tenha sido maior, correspondendo a 62,93% do peso total do bago, enquanto que entre



os animais na fase cronica da esquistossomose foi de 50,39%, o peso dos fragmentos
esplénicos implantados correspondeu ao dobro nos camundongos acometidos pela doenga, por
serem os bagos dos camundongos na fase cronica da esquistossomose bem mais pesados que
os dos animais sadios. No entanto, apesar de duas vezes mais pesados, quando do implante
esplénico, o peso resgatado 08 semanas apos foi similar entre os dois grupos de estudo. Em
relacdo ao peso dos fragmentos esplénicos resgatados, houve um ganho dos fragmentos de
bacos implantados, relativo a 28,16%, entre os sadios ¢ uma reducdo de cerca da metade do
peso auto-implantado nos com esquistossomose.

De forma geral, os pesos dos auto-implantes esplénicos recuperados foram vistos
crescer, a medida que o volume implantado aumentou até certo percentual de implante. Para
implantes maiores que 25% do peso do bago, foi verificada uma redugdo de 40-50% no peso
dos implantes recuperados, em relacdo ao volume implantado (STEELY et al, 1988).

Neste estudo, o percentual de 62,93% (sadios) e de 50,39% (na fase cronica da
esquistossomose) do peso total dos fragmentos de bagos implantados, foram divididos em
cerca de 05 fatias, o que representa respectivamente 12,59% e 10,08%, para cada uma,
apresentando cada fatia peso abaixo de 25% do peso total do bago. Apesar disto, o peso dos
implantes esplénicos recuperados dos animais com esquistossomose foi reduzido a metade. A
unica diferenca existente nos auto-implantes esplénicos dos animais com esquistossomose em
relacdo aos dos sadios, além do comprometimento esplénico pela doenga, foi a de serem as
fatias maiores em tamanho absoluto e portanto mais pesadas (aproximadamente o dobro do
peso, equivalendo cada a 25,35% do peso total do baco sadio, o que estd discretamente acima
do peso de 25%), porém proporcionalmente menores em relagdo ao volume total do bago
acometido pela doenga.

Em experimento utilizando rato ¢ ndo camundongo, o peso dos implantes esplénicos

esteve na dependéncia do volume implantado, do intervalo de tempo entre a implantagao e seu



resgate ¢ a seqiiéncia dos eventos de regeneracdo. Para implantes menores que 100 mg, houve
correlacdo linear no ganho do peso. No entanto, para implantes maiores, pesando acima deste
valor, além de ndo ter ocorrido ganho no peso, houve até leve reducao no peso do implante
recuperado. Fato este atribuido a menor taxa da capacidade regenerativa em relacdo a da
necrose (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973). Baseado nesta observag¢ao, um dos
fatores que poderia estar relacionado a redugdo no peso dos implantes de animais com
esquistossomose, seria a incapacidade regenerativa em alcangar todo o implante, frente ao
processo de necrose, uma vez que o peso do fragmento esplénico implantado dos com
esquistossomose foi o dobro dos sadios. Dificuldades adicionais surgem para analise
comparativa, por ndo existirem trabalhos na literatura que tenham estudado o processo
regenerativo de implantes esplénicos na doenga esquistossomdtica, tendo sido estabelecida
comparagao com os dados obtidos em auto-implantes de animais sadios.

Sabe-se que as diferencas estatisticas sdo ainda maiores ao se comparar o tamanho dos
bagos inteiros com os implantes esplénicos, do que com os remanescentes esplénicos
vascularizados apos a esplenectomia parcial, com o peso médio do implante esplénico de 0,49
g e do remanescente de 1,1 g (COONEY et al, 1979).

Com relag@o ao espaco de tempo, verificou-se reducao no peso do implante esplénico
por volta da 2.* semana pos-implante, com ganho no peso na 4.* semana e, na 5.* semana
estabilizando acima do peso original, pela presenga de células sangiiineas na zona externa do
implante e pela instalacdao da fase regenerativa (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973).
Como foi utilizado nesse estudo o intervalo de 08 semanas entre a implantacao e o resgate dos
fragmentos esplénicos e, portanto, maior que 05 semanas, o estabelecimento do processo

regenerativo poderia explicar o ganho de peso dos implantes esplénicos em animais sadios.



Observou-se que em casos de ressec¢do parcial do bago, os remanescentes esplénicos
tiveram aumento no peso apos 30 dias, devido as alteragdes inflamatorias e apos 90 dias,

devido a hiperplasia vascular intrafolicular e perifolicular (POUCHE et al, 1986).

6.3 Sobre a cirurgia do auto-implante esplénico

O baco estd localizado no quadrante superior esquerdo da cavidade peritoneal, e
constitui-se em parte integrante do sistema venoso portal. Experimentos prévios
demonstraram que auto-implantes esplénicos desempenham melhor papel protetor contra
infeccdo pneumocdcica, quando situados na cavidade peritoneal (RODRIGUES et al, 1991;
VEGA et al, 1981), consistindo em sitio privilegiado para os implantes, sobretudo se
realizado no omento (PATEL et al, 1982). Implantes subcutineos e bagos devascularizados in
situ drenam via circulacdo sist€émica, enquanto os da cavidade peritoneal drenam via portal
para o figado (VEGA et al, 1981). Além do mais, o omento mostrou-se em topografia
adequada por serem satisfatorios: o suprimento vascular sangiiineo (RODRIGUES et al, 1991;
IINUMA et al, 1992), o procedimento cirurgico (WILLIAMS; PATEL & HINSHAW, 1982)
e a regeneracdo histologica (TORRES et al, 1994). A opgao neste estudo pelo auto-implante
no grande omento, levou em consideracdo os varios beneficios e a maior eficacia imunologica
dos implantes nessa topografia. Os tecidos esplénicos desta forma, foram implantados em
uma bolsa criada no grande omento, por ser este considerado sitio apropriado para implante,
tendo sido confirmada a re-integracdo dos mesmos, permitindo que o processo de regeneragao
acontecesse.

Na tentativa de assegurar suprimento capilar sangiiineo adequado para os auto-

implantes esplénicos, foram os mesmos fatiados (STEELY et al, 1988), com reducdo de seus



volumes (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973), uma vez que a implantagdo de fatias
permite que haja preservacao arquitetural do tecido (PATEL et al, 1982).

Com relagdo ao volume a ser auto-implantado, 25% do tecido esplénico ¢ apontado
como provavel massa critica para conferir protecdo anti-pneumocécica (BRADSHAW &
THOMAS JR, 1982a), sendo afirmado como quantidade 6tima, o implante de 80% do bago
(STEELY et al, 1988). Desta forma, optou-se por cerca de 2/3 do baco a ser auto-implantado,
consistindo em 62,93% do volume do 6rgdo destinado para implante, no caso dos animais
sadios ¢ a 1/2 (50,39%) do orgdo, em se tratando de animais na fase cronica da
esquistossomose.

Foi escolhido o intervalo de tempo de 08 semanas, decorrido entre o auto-implante
esplénico e o sacrificio dos animais, a fim de assegurar que a regeneragdo esplénica estivesse
concluida a este tempo. Cinco semanas foi o tempo determinado por alguns pesquisadores,
como necessario para ocorrer regeneracao esplénica eficaz (BRADSHAW & THOMAS JR,
1982b). Apesar de afirmado que com 04 semanas ja € possivel ser observada regeneragdo
completa (TORRES et al, 1994), h4, no entanto, estudo apontando que os primeiros foliculos
secundarios da polpa branca s6 foram vistos com 56 dias, ou seja, com 08 semanas
(DIUKSTRA & LANGEVOORT, 1982).

Apesar de demonstrado que tecido esplénico auto-implantado e, portanto, com
interrupgdo do suprimento vascular sangiiineo, ¢ capaz de desempenhar a producdo de
anticorpos e a fun¢do de fagocitose, este o faz de forma menos apropriada, quando comparado
ao remanescente esplénico vascularizado apds a esplenectomia parcial (COONEY et al, 1979;
HORTON et al, 1982; PATEL et al, 1982; STEELY et al, 1988). No entanto, esta foi a
alternativa operatoria escolhida em virtude de consistir por vezes em tinico modelo possivel
em ser feito, quando de injurias traumaticas com laceracdo do pediculo esplénico e com

intensa fragmentacao do o6rgdo. Sendo preferivel a tentativa de preservacao do bago, do que a



sua extirpagdo. Tendo sido realizada esplenectomia total em pacientes quando lesdes
esplénicas traumaticas ocorreram em numero igual ou maior que trés (RABELO;

ABRANTES & DRUMOND, 1991).

6.4 Sobre o estudo histolégico

6.4.1 do tecido hepatico

Os aspectos macroscOpicos € microscopicos das secgdes de tecido hepatico foram
estudados para propdsito de confirmacdo da doenga esquistossomotica pds-indculo
subcutaneo do S. mansoni. Nao se tratando, pois, de objetivo deste estudo a analise minuciosa
das modificac¢des provocadas pela parasitose neste 6rgao em particular.

As alteragdes nos espacos portais e periportais dos figados de animais com
esquistossomose na fase cronica da doenga encontradas nesta analise, conferiram com aquelas
ja bem documentadas em outros estudos, como: angiogénese, fibrose, infiltrado inflamatério e

formacdo de granulomas (ANDRADE; SILVA & SOUZA, 1997; COUTINHO et al, 1997).

6.4.2 do tecido esplénico

Foi afirmado que o processo de regeneragdo do implante esplénico repete o
desenvolvimento ontogenético do baco (PERLA, 1936), mas que de forma contraria a este
processo, a regeneragdo do implante ocorre em um ambiente maduro, possivelmente sem que
os fatores limitantes da imaturidade interfiram (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982). Os
auto-implantes esplénicos realizados neste estudo regeneraram em condi¢des de maturidade

dos diversos sistemas do animal de experimentacdo, devido serem os camundongos adultos



por ocasido da cirurgia de auto-implante, e desta forma, inferimos que estiveram abolidos
fatores ligados a imaturidade.

Os achados histologicos de maior quantidade de tecido fibrotico nos auto-implantes
esplénicos, concordam com os de Willfithr, Westermann & Pabst (1992), de Moore et al
(1983) e de Tavassoli, Ratzan & Crosby (1973).

Neste experimento, verificou-se uma espessura maior da capsula neoformada e maior
ocorréncia e intensidade de fibrose intersticial nos auto-implantes, tanto dos animais sadios,
quanto dos portadores da fase cronica da esquistossomose. A argumentacdo de Steely et al
(1988) para justificar a maior quantidade de fibrose intersticial encontrada em implantes
maiores ou de todo o bago, como decorrente do crescimento limitado de capilares para suprir
o tecido esplénico, foi considerada ndo se aplicar a este estudo, uma vez que os fragmentos
foram implantados no grande omento em fatias de espessura de cerca de 1,0 mm. A cépsula
neoformada também apresentou reacdo fibrotica exuberante, como observada ser espessa em
auto-implantes esplénicos intraperitoneais (DICKERMAN et al, 1979) e em TCSC, quando
analisada 11 semanas e¢ 5 semanas, respectivamente, apds o procedimento cirurgico,
possivelmente devido a regeneracdo do tecido adjacente ao implante (TAVASSOLI;
RATZAN & CROSBY, 1973). Ha discordancia quanto a espessura da capsula no trabalho
desenvolvido por Fleming, Dickson & Harrison Junior (1976), que observaram ser esta fina.

Nao foi verificada uma maior espessura na capsula esplénica na porgdo nao-
implantada do bago dos animais na fase cronica da esquistossomose em relagdo a dos animais
sadios. Como previamente demonstrado em humanos, ndo ser este parametro de diferenca
estatistica significativa, ao serem comparados bagos acometidos pela doenca com os sadios
(FREITAS et al, 1999). Resultados discordantes foram relatados no estudo de Santos et al

(2000).



Atribui-se a liberagdo de antigenos especificos dos ovos de S. mansoni e a producdo de
citocinas pelo hospedeiro (NISHIMURA et al, 1985; GRIMAUD et al, 1987;) a
responsabilidade pelo estimulo da atividade fibroblastica, implicada na formagdo de
granulomas (WYLER et al, 1987). Neste estudo, a analise da fibrose intersticial ndo incluiu a
fibrogénese decorrente de formagdes granulomatosas em tecidos esplénicos de animais
portadores da esquistossomose; a fibrose intersticial foi avaliada de forma independente da
ocorréncia dessas formagdes. Soma-se ainda, que ndo foi possivel realizar um estudo
estatistico comparativo, com relagdo a esta variavel entre os animais sadios e os doentes.
Assim, a doenga esquistossomoética ndo pareceu assumir um papel de relevancia no processo
de fibrogénese independente da formagdo de granuloma, o que vem corroborar os achados de
Andrade & Andrade (1965) em relacdo a auséncia de proliferagdo fibroblastica e ao achado
excepcional de fibrose na esplenomegalia esquistossomotica.

As trabéculas fibrosas apresentaram-se mais espessas na por¢do ndo-implantada do
baco acometida pela esquistossomose, do que na sua correspondente dos animais sadios. Tal
observagdo ja era esperada, uma vez que as trabéculas exibiram espessamento proporcional
ao aumento global no peso e no volume do baco, com diferenca estatisticamente significativa
em relacao aos dos bacos de individuos sadios, como anteriormente relatado em humanos
(FREITAS et al, 1999). Outros autores também verificaram uma forte correlagdo positiva
entre o peso do bago e o grau de espessamento conjuntivo das trabéculas, a nivel experimental
(MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH, 1960).

Apesar das trabéculas esplénicas terem apresentado uma maior espessura em maior
numero de auto-implantes esplénicos em relacdo as da por¢do ndo-implantada do bago, esta
diferenca nao foi estatisticamente significativa, como a observada em relagdo a espessura da
capsula. As trabéculas, estruturas histologicamente formadas pelos mesmos constituintes da

capsula, penetram o parénquima do bago tanto pelo hilo, como em menor proporgdo, através



da capsula (HAM, 1967). Nos auto-implantes, na inexisténcia do hilo do orgdo, estas
penetram o tecido através da capsula, e possivelmente, também a partir dos pequenos vasos
neoformados que penetram o implante, advindos do tecido adjacente (DICKERMAN et al,
1979). Contudo, apesar de as trabéculas terem sido observadas em todos os auto-implantes, o
que confirma o achado de estudos anteriores (PERLA, 1936; BUCHBINDER & LIPKOFF,
1939; CARR & TURK, 1992; TORRES et al, 1994), ha relatos de outros autores quanto a
ndo-formagdo das mesmas em casos de esplenose (FLEMING; DICKSON & HARRISON
JUNIOR, 1976; RICE & JAMES, 1980).

Células precursoras da série eritrocitaria, consideradas as pequenas, com nucleo escuro
(TORRES et al, 1994) e picnotico, com citoplasma eosinofilico foram identificadas nos auto-
implantes em quantidade similar a da por¢do ndo-implantada do bago. Em implante esplénico
tecido eritropoiético foi abundante em individuos com osteopetrose congénita (BENJAMIN et
al, 1978).

Sabe-se que a esplenomegalia na esquistosomose hepatoesplénica exibe como
principal alteracdo dilatacdo congestiva dos seios venosos e espessamento dos cordoes
esplénicos (FREITAS et al, 1999). Apesar de maior nimero de hemaécias ter sido vista na
porcdo ndo-implantada do bago de animais na fase cronica da esquistossomose quando
comparada a dos sadios, esse parametro estudado nao apresentou diferenga estatisticamente
significativa, podendo o fato dever-se ao tamanho da amostra estudada. Com relag@o a analise
da espessura dos corddes esplénicos, esta nao foi realizada, uma vez que avaliagdes ultra-
estrutural e por imunofluorescéncia nao consistiram em métodos empregados nesta pesquisa.

A presenca de plasmocitos, células produtoras de anticorpos, ja era esperada nos auto-
implantes esplénicos, uma vez que na literatura, os nddulos esplendticos exibiram corddes de
Billroth infiltrados por plasmoécitos, em moderada quantidade (FLEMING; DICKSON &

HARRISON JUNIOR, 1976); similarmente, complexos de antigeno-anticorpo foram



observados em auto-implantes, 21 dias apos este procedimento cirirgico ser realizado
(DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982). O maior numero de plasmoécitos na por¢do ndo-
implantada do baco e em auto-implantes esplénicos de camundongos na fase cronica da
esquistossomose, estd de acordo com a maior producdo de anticorpos na FHE da doenga
(ANDRADE et al, 1961; ZWINGENBERGER et al, 1988). Foi demonstrado ser
gamaglobulina, o material hialino observado no centro de alguns foliculos linféides e no
citoplasma de células plasmocitdrias em muitas areas do baco (FREITAS et al, 1999),
sobretudo na polpa vermelha esplénica; com aumento progressivo de gamaglobulina com a
evolucdo da doenca se tornando proeminente por volta da décima oitava semana apds a
infeccdlo (ANDRADE, 1962), cursando os portadores da esquistossomose, com
hipergamaglobulinemia e ativacdo linfocitaria esplénica (EL-CHEIKH et al, 1994).
Plasmocitogénese foi observada no mesentério de camundongos cronicamente infectados
com esquistossomose, com producdo local de células secretando anticorpos para a cavidade
abdominal (BOROJEVIC, 1992). E esplenomegalia foi também atribuida a hiperplasia
reticulo-endotelial, além da observacdo de células contendo gamaglobulina na polpa
vermelha (ANDRADE & ANDRADE, 1965).

E provavel que o nimero de plasmocitos na polpa vermelha seja maior do que o
registrado neste estudo e que células de diferenciagdo plasmocitaria intermediarias tenham
sido deixadas de ser registradas, uma vez que o método utilizado para analise empregou
apenas a coloragdo de H.& E. para a investigagao de plasmocitos, sendo apenas considerados
como tais, as células que morfologicamente nao deixavam duavidas quanto as suas
caracteristicas: nticleos arredondados, excéntricos, em “roda de carroca”, e citoplasma
basofilico. Nao foi empregado estudo imunocitoquimico adicional, como anteriormente ja

realizado (ANDRADE, 1962).



A polpa vermelha dos bagos de camundongos normalmente exibe eritroblastos e
plasmocitos, além de muitos linfocitos e poucos eritrocitos, nao sendo, portanto, bem
diferenciada da polpa branca pelo niimero elevado de linfocitos (MAGALHAES FILHO &
COUTINHO-ABATH, 1961). Aumento na quantidade de precursores mieloides foi visto em
bagos e em granulomas, quando da fase cronica da esquistossomose (BOROJEVIC, 1992). No
entanto, nos auto-implantes esplénicos deste estudo de animais acometidos pela
esquistossomose, ndo foram observadas maiores quantidades de células da linhagem
eritrocitaria, nem de megacariocitos, quando comparados aos auto-implantes realizados em
camundongos sadios. Megacariocitos foram mais numerosos nos auto-implantes, quando
comparados & por¢do ndo-implantada do bago. Na literatura, hd referéncia aos mesmos,
relatando serem estes ocasionais no tecido esplénico auto-implantado (TAVASSOLI;
RATZAN & CROSBY, 1973), ou estarem presentes em bagos de camundongos em diferentes
quantidades, variando de animal a animal (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-ABATH,
1961).

A observagdo de células pequenas, com diminutos nucleos € com citoplasma
eosinofilico foram reconhecidas como pertencentes a série eritrocitaria, correspondendo a
hemacias jovens (nucleadas). Este achado, juntamente com a presenca de megacariocitos nos
implantes esplénicos, demonstram que os mesmos, apos sofrerem processo de regeneragdo,
mantiveram a mielopoese, semelhante aquela identificada em bagos sadios (ANDRADE,
1962).

No que diz respeito aos leucocitos polimorfonucleares, verificou-se diferenca entre os
dois subgrupos de animais sadios e os dois subgrupos de animais na fase cronica da
esquistossomose, com maior nimero predominando nos auto-implantes, o que pode ser
parcialmente atribuido as lesdes inflamatorias pos-cirurgicas, como aquelas observadas na

esplenectomia parcial (POUCHE et al, 1986).



Granulomas estiveram presentes tanto na por¢do nao-implantada do bago, como nos
auto-implantes de alguns camundongos na fase cronica da esquistossomose. Como até a
presente pesquisa ndo houve trabalho cientifico que analisasse histologicamente auto-
implantes esplénicos em portadores de esquistossomose, ndo foi possivel estabelecer
comparacdo de parametros estudados nesses auto-implantes com outros nas mesmas
condicdes de doenga. A ocorréncia dos granulomas na por¢do ndo-implantada dos animais
concorda com o achado ocasional dos mesmos em bagos de individuos com a FHE da
esquistossomose (SANTOS et al, 2000).

A verificagdo de granulomas em localizagdo pericapsular, no tecido conjuntivo
adjacente ao implante, coincide com dados da literatura que afirmam que o suprimento
sangiiineo ¢ re-estabelecido por anastomoses com vasos do tecido que circundam o implante
(ALVES et al, 1999; DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982). Neste caso, tratar-se-iam de
conexdes vasculares com vasos mesentéricos, uma vez que a postura dos ovos de S. mansoni ¢
carreada por esta circulag@o.

Granulomas também foram observados na intimidade dos auto-implantes de tecido
esplénico que regeneraram, ocorrendo em maior numero na periferia, por vezes enfileirados,
e em menor quantidade na porcdo central. Tais achados corroboram que o processo de
vascularizacdo se processa centripetamente, 8 medida que a regeneragdo acontece, a partir de
vasos neoformados que penetram o auto-implante. Pode-se inferir que tais granulomas
encontrados em porc¢do central, ndo correspondem aos que sobreviveram a fase avascular, ¢
sim aos que se formaram a partir de produtos antigénicos, como o ovo e sua casca, trazidos
pelos vasos neoformados. Pois a localizagdo mais profunda no tecido, corresponde a parte do
auto-implante que deve ter sofrido total necrose, como afirmado por estudos seqiienciais da

evolucdo do processo regenerativo (PERLA, 1936; TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY,



1973; DUKSTRA & LANGEVOORT, 1982; MAESAWA & SAKUMA, 1992; TORRES et
al, 1994).

Nos auto-implantes esplénicos dos camundongos com e sem doenga
esquistossomdtica, a polpa branca exibiu os mesmos compartimentos presentes na por¢ao
ndo-implantada do bago, com foliculos linféides com CG ativado, linfécitos maduros e
PALS; como previamente observado em experimento incluindo apenas animais sadios, mas
ndo com esquistossomose (TORRES et al, 1994).

E, no entanto, tal achado discordante no que diz respeito aos compartimentos da polpa
branca com os de Willfiihr, Westermann & Pabst (1992); apesar do tecido esplénico auto-
implantado ter sido maduro, uma vez que os camundongos deste estudo eram adultos ¢ nao
jovens, quando do ato operatorio, a polpa branca exibiu regeneracdo completa, sendo
comparavel a sua estrutura normal. Os referidos autores encontraram polpa branca
pobremente desenvolvida quando realizado implante esplénico em semelhante situacao.

Neste estudo PALS foram observados em todos os tecidos esplénicos analisados, re-
afirmando sua verificagdo em relatos anteriores (DIJKSTRA & LANGEVOORT, 1982;
SASAKI, 1990; MAESAWA & SAKUMA, 1992; TORRES et al, 1994). Foram registrados
quanto a sua presenca e nao graduados quanto ao seu desenvolvimento. Na formagao da polpa
branca em auto-implante esplénico utilizando camundongo sadio, dois padrdes distintos foram
reconhecidos, com PALS pobremente desenvolvidos (SASAKI, 1990). Pouché et al (1986)
descreveram trés maneiras de regeneragdo do tecido linfoide.

A ativacdo dos foliculos linféides foi baseada nos achados histoloégicos de mitoses em
linfocitos e de por¢do central do foliculo mais clara (MAGALHAES FILHO & COUTINHO-
ABATH, 1961), com presenca de linfocitos de tamanhos médio e grande. Apesar de maior
nimero de casos de auto-implantes esplénicos de camundongos infectados com

esquistossomose ter exibido figuras de mitose em CG, essa verificacdo ndo foi de diferenca



estatistica significativa quando comparada a do auto-implante sem doenga. Maior ativagao
linfocitaria, estimada pela presenca de células grandes, ndo foi maior nos auto-implantes
esplénicos de camundongos com esquistossomose, em relagdo aos dos animais sadios, como
afirmado por El-Cheick et al (1994) ocorrer em ambas as subpopulacdes de linfocitos B e T.

Em bagos acometidos pela esquistossomose foram verificadas alteragcdes histologicas
distintas na polpa branca, como: hiperplasia, atrofia e fibrose dos foliculos linfoides;
consideradas como variadas e imprevisiveis (FREITAS et al, 1999). No presente estudo, os
foliculos linféides ndo foram observados quanto a esses pardmetros supracitados, e sim
graduados de acordo com sua presenga no tecido esplénico, se maior ou em menor
quantidade.

Na esquistossomose ¢ descrita a presenca de pigmento acastanhado, denominado de
pigmento esquistossomoético (RASO, 1995). Neste estudo, pigmento acastanhado foi
encontrado em maior quantidade nos auto-implantes esplénicos de animais doentes, em
relagdo aos dos animais sadios, correspondendo também o subgrupo E2 ao que mais
apresentou tecido fibroso. Em estagio final da reagdo granulomatosa periovular, o granuloma
pode se apresentar como cicatriz pigmentada residual (LENZI et al, 1987).

Os achados histologicos dos tecidos esplénicos auto-implantados exibiram a
representacdo de todos os compartimentos do 6rgdo habitualmente localizado na cavidade
abdominal, quer de animais sadios ou com esquistossomose, como previamente relatado em
outras pesquisas realizadas apenas em animais sadios, sendo histologicamente indistinguiveis
do bago normalmente inserido (TAVASSOLI; RATZAN & CROSBY, 1973; PATEL et al,
1982; CARR & TURK, 1992; TORRES et al, 1994). Este estudo, pois, corrobora os demais
no que concerne a verificagcdo do processo de regeneragdo de fragmentos de baco implantados

na cavidade abdominal, mais especificamente no grande omento.



Sabendo-se que a estrutura histologica dos auto-implantes esplénicos ¢ considerada
como essencial para que seja conferida protecdo anti-pneumocécica (WILLFUHR;
WESTERMANN & PABST, 1992), pode ser inferido que os auto-implantes que regeneraram,
passaram a desempenhar dentre as fungdes comumente realizadas pelo bago, a capacidade de
conferir protecdo contra microorganismos infectantes, apesar de nenhum tipo de mensuragao

referente a esta questdo ter sido realizada.



CONCLUSOES



®
%

Verificou-se regeneracdo dos auto-implantes esplénicos em todos os camundongos
sadios e na fase cronica da esquistossomose;

Os achados histologicos dos auto-implantes esplénicos, de forma geral, assemelharam-
se aos da respectiva por¢ao nao-implantada do bago, verificando-se os constituintes da
polpa branca e da polpa vermelha;

Diferencas estatisticas significativas existentes entre os auto-implantes esplénicos ¢ a
por¢cdo ndo-implantada do bago, quer em animais sadios ou na fase cronica da
esquistossomose, corresponderam a: maior espessura da capsula neoformada, maior
ocorréncia de fibrose intersticial, maior numero de leucocitos polimorfonucleares e de
megacariocitos nos auto-implantes;

Maior expressdo de linfocitos de tamanhos médio e grande no centro germinativo dos
foliculos linféides ocorreu na porgdo ndo-implantada do baco do que nos auto-
implantes esplénicos de camundongos na fase cronica da esquistossomose;

Linfécitos extrafoliculares foram observados em maior nimero nos auto-implantes
esplénicos de animais sadios em relag@o a porcao nao-implantada;

Ao serem comparados os auto-implantes esplénicos entre si, as diferencas consistiram
em: maior nimero de células plasmocitarias e de pigmento acastanhado nos animais
portadores da fase cronica da esquistossomose, além das alteragdes conseqiientes a
doenca, como presenca de estruturas de ovos e de miracideos, com reacdes
granulomatosas parenquimatosas;

Granulomas esquistossomoticos ndo diferiram quanto ao numero, & localizacdo no
tecido esplénico e ao material antigénico presente em seu interior, entre os subgrupos

de animais portadores da fase cronica da doenca.
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ANEXO 1

Pesos do Grupo S

nAnimal |Animal (g) Ba¢oT (g)| Frag!l(g) BagoN (g)| Frag R (g9) Figado (g)
1 35 0,1024 0,0725 0,0299 0,0402 1,6851

2 31,7 0,1116 0,0716 0,04 0,0762 1,4437

3 38,5 0,0458 0,0342 0,0116 0,0434 1,9553

4 31,1 0,1091 0,071 0,0381 0,0859 1,485

5 40,4 0,0732 0,0626 0,0106 0,0628 2,3178

6 34,2 0,0666 0,0509 0,0157 0,0507 1,4891

7 37,8 0,2356 0,1343 0,1013 0,0232 1,9216

8 428 0,0551 0,0472 0,0079 0,0229 1,8567

9 25,4 0,0804 0,0472 0,0332 0,0193 1,03872

10 37,9 0,108 0,0553 0,0527 0,2253 2,44

11 35,4 0,1437 0,0979 0,0458 0,0378 2,6879

13 31,6 0,1434 0,0766 0,0668 0,0708 2,07

15 25,9 0,111 0,0787 0,0323 0,1783 1,6234

16 28 0,1654 0,0919 0,0735 0,1208 1,7727

17 34,5 0,1542 0,0878 0,0664 0,1609 2,477

18 36,8 0,0954 0,0536 0,0418 0,2339 2,04

M EDIA 34,1875 0,1125563 0,0708313  0,041725  0,090775 1,8940013
4,9923775 0,0479401 0,0245673 0,0257535| 0,071636 0,4399369

 Peso (g)= Peso do animal, em gramas, a data do procedimento cirargico

® Bago T (g)= Peso do bago inteiro, em gramas, a data do procedimento cirtrgico

“Frag I (g)= Peso dos fragmentos esplénicos implantados, em gramas, a data do procedimento cirtrgico
4Bago N (g)= Peso da por¢do ndo-implantada do bago, em gramas, a data do procedimento cirrgico
¢ Frag R (g)= Peso dos auto-implantes esplénicos resgatados, em gramas, a data do sacrificio

IN.° IR=Numero de fragmentos de auto-implantes esplénicos resgatados, a data do sacrificio

¢ Figado (g)= Peso do figado, a data do sacrificio




ANEXO 2

Pesos do Grupo E

nAnimal Animal (g) Ba¢oT (g)| Frag!(g) BagoN (g)| Frag R (9) N.°IR ' Figado (g)
1 26,8 0,3637 0,1753 0,1884 0,0365 3 1,9723

2 37,9 0,2633 0,1223 0,141 0,041 2 2,4725

3 37,1 0,1763 0,0917 0,0846 0,1395 4 4,44

4 36,2 0,3574 0,1798 0,1776 0,0504 4 2,7808

5 30,4 0,2032 0,1199 0,0833 0,079 1 2,43

6 21,8 0,4729 0,2271 0,2458 0,0873 8 1,5864

7 33,7 0,1581 0,0748 0,0833 0,0657 4 3,1973

8 28,6 0,2445 0,1405 0,104 0,062 4 2,53

9 31,5 0,2449 0,1098 0,1351 0,05 7 2,6302

11 40,1 0,2365 0,1355 0,101 0,0573 3 2,18

12 39,2 0,256 0,1262 0,1298 0,111 5 3,3143

13 35,2 0,3039 0,1722 0,1317 0,09 3 2,59

14 33,6 0,1855 0,1055 0,08 0,0922 4 2,6

15 34,2 0,3878 0,1857 0,2021 0,0355 5 2,2569

16 35 0,4015 0,1846 0,2169 0,1187 3 2,6451

18 46,5 0,2714 0,1304 0,141 0,1155 5 3,865

M EDIA 34,2375 0,2829313 0,1425813 0,14035  0,076975 4,0625  2,718175
DP| 5,7794896 0,0904724 0,0409317 0,0521746 0,0322794| 1,7308476| 0,7038311

# Peso (g)= Peso do animal, em gramas, a data do procedimento cirargico

® Bago T (g)= Peso do bago inteiro, em gramas, a data do procedimento cirtrgico

Frag I (g)= Peso dos fragmentos esplénicos implantados, em gramas, a data do procedimento cirargico

4Bago N (g)= Peso da por¢do ndo-implantada do bago, em gramas, a data do procedimento cirtrgico

¢ Frag R (g)= Peso dos auto-implantes esplénicos resgatados, em gramas, a data do sacrificio

PN.° IR=Namero de fragmentos de auto-implantes esplénicos resgatados, a data do sacrificio

¢ Figado (g)= Peso do figado, a data do sacrificio




Estudo Histolégico do Tecido Esplénico
Subgrupo (S1)

ANEXO 3

foliculos linfoides

SUBGRUPO S1

N°® capsula trabécula fib. Interst. nimero Linf md/gde mitoses PALS Linf extrafc vascularizacio hemacias leucécitos plasmécitos prec. eritro. megacariocitos pigmento
1 F F 0 ++ + A P ++ ++ ++ + minimo ++ +++ +
2 F F 0 +++ ++ P P ++ +++ +++ + + ++ +++ +
3 F F 0 ++ + A P + +++ + minimo minimo + ++ +
4 F F 0 4+ ++ P P + +++ ++ minimo 0 + +++ 0
5 F F 0 ++ ++ P P ++ ++ + + + + +++ 0
6 F M 0 ++ ++ P P + +++ + minimo minimo ++ +++ +
7 F F 0 +++ + P P + ++ + + + ++ +++ +
8 F F 0 ++ + A P ++ ++ ++ + minimo + +++ +
9 F M 0 ++ + A P + ++ + minimo minimo + ++ +
10 F M 0 +++ +++ P P ++ +++ + minimo minimo + +++ +
11 F F 0 +++ + P P + +++ + minimo minimo ++ +++ +
12 F F 0 ++ ++ P P + ++ +++ minimo + + -+ +
13 F F 0 +++ + P P + +++ +++ minimo minimo ++ ++ +
14 F F 0 +++ +++ P P ++ ++ + + minimo + ++ 0
15 F F minimo +++ ++ P P + +++ + minimo minimo + +++ 0
16 F F 0 +++ ++ P P + ++ ++ + + ++ +++ +

F= fino; M= médio; += leve; ++= moderado; +++= intenso; A= ausente; P= presente

Fib. Interst. = fibrose intersticial

Linf md/gde = linfécitos de tamanhos médio e grande

prec. eritro. = precursores eritrocitarios
Linf. extrafo. = linfocitos extrafoliculares
prec. eritro. = precursores eritrocitarios




ANEXO 4

Estudo Histolégico do Tecido Esplénico

Subgrupo S2

SUBGRUPO S2

foliculos linfoides

N°® capsula trabécula fib. Interst. nimero Linf md/gde mitoses PALS Linf extrafe vascularizacio hemacias leucécitos plasmécitos prec. eritro. megacariécitos pigmento
1 M M ++ +++ ++ P P ++ +++ ++ ++ + ++ +++ ++
2 M M + +++ +++ P P + +++ ++ ++ minimo ++ +++ +
3 F F + +++ ++ P P +++ ++ + ++ + ++ +++ ++
4 M E +++ ++ + P P ++ + + ++ minimo ++ + +
5 E M ++ + + A P ++ ++ + ++ 0 + + 0
6 M M + ++ + A P ++ ++ ++ + 0 ++ + 0
7 M M ++ ++ ++ P P ++ ++ ++ + 0 ++ + +
8 M M ++ +++ + P P + ++ + + 0 + + +
9 M F ++ ++ + A P ++ +++ +++ + 0 ++ + +
10 F F + -+ -+ P P ++ -+ ++ + 0 ++ ++ 0
11 M M ++ ++ ++ P P ++ ++ + + 0 ++ + 0
12 F F ++ 4+ ++ P P ++ +++ +++ + + ++ ++ +
13 M F ++ 4+ ++ P P ++ +++ +++ + + ++ ++ 0
14 M F + 4+ +++ P P ++ 4+ +++ + 0 + + 0
15 M F + ++ ++ P P ++ ++ + + minimo + ++ +
16 M F + +++ ++ P P ++ ++ + + minimo ++ ++ +

F= fino; M= médio; += leve; ++= moderado; +++= intenso; A= ausente; P= presente
Fib. Interst. = fibrose intersticial

Linf md/gde = linfocitos de tamanhos médio e grande

prec. eritro. = precursores eritrocitarios

Linf. extrafo. = linfocitos extrafoliculares

prec. eritro. = precursores eritrocitarios




Estudo Histolégico do Tecido Esplénico
SUBGRUPO E1

ANEXO 5

SUBGRUPO E1

foliculos linféides

N° capsula trabécula fib. Interst. nimero Linf md/gde mitoses PALS Linf extrafo vascularizacdo hemacias leucocitos plasmécitos prec. eritro. megacariocitos pigmento
1 F F + +++ ++ P P + ++ ++ + + ++ +++ +
2 F M 0 +++ +++ P P + +++ +++ + ++ ++ ++ +
3 F F + +++ +++ P P + ++ 4+ + + ++ ++ +
4 F M 0 ++ ++ P P ++ ++ + + ++ + ++ +
5 F M 0 +++ ++ P P + -t +++ + + ++ e +
6 F M 0 +++ +++ P P ++ +++ +++ + ++ ++ +++ +
7 F M 0 +++ +++ P P + ++ +++ + + ++ +++ +
8 F M 0 ++ ++ P P + ++ ++ + ++ + ++ +
9 F F + +++ +++ P P + +++ +++ + + ++ ++ +
10 F M 0 +++ e P P ++ ++ + + + + e +
11 F M 0 4+ +++ P P + ++ ++ + + + ++ +
12 F F 0 +++ +++ P P + ++ + + + ++ +++ +
13 F M + ++ ++ P P ++ +++ +++ + + + ++ +
14 F M 0 ++ ++ P P ++ ++ + + + + ++ +
15 F F 0 et +++ P P + ++ ++ + + ++ ++ +
16 F M 0 4+ ++ P P + -+ 4+ + + ++ +++ +

F= fino; M= médio; += leve; ++= moderado; +++= intenso; A= ausente; P= presente

Fib. Interst. = fibrose intersticial

Linf md/gde = linfocitos de tamanhos médio e grande

prec. eritro. = precursores eritrocitarios

Linf. extrafo. = linfocitos extrafoliculares

prec. eritro. = precursores eritrocitarios




ANEXO 6

Estudo Histolégico do Tecido Esplénico

SUBGRUPO E2
SUBGRUPO E2
foliculos linfoides

N° capsula trabécula fib. Interst. nimero Linf md/gde mitoses PALS Linf extrafe vascularizacio hemacias leucécitos plasmocitos prec. eritro. megacariécitos pigmento
1 M M ++ ++ ++ P P +++ ++ +++ ++ ++ + ++ +++
2 M M +++ ++ + P P ++ ++ +++ +++ + + + +++
3 M M ++ +++ ++ P P + ++ +++ ++ ++ + + ++
4 E E ++ ++ + A P + ++ + ++ + + ++ ++
5 F F ++ ++ + P P ++ ++ ++ + + + + ++
6 M M ++ ++ + P P ++ ++ +++ ++ + + + +++
7 M M ++ +++ ++ P P ++ ++ ++ ++ ++ + + +
8 F F ++ +++ ++ P P ++ ++ +++ + + + + +++
9 M M + -+ ++ P P ++ ++ + + + ++ + ++
10 M M +++ ++ ++ P P + ++ + + + ++ +++ ++
11 M M ++ ++ ++ P P +++ +++ ++ + + ++ +++ ++
12 E M ++ ++ ++ P P + +++ + + + ++ + +
13 M M +++ +++ ++ P P ++ +++ +++ + ++ ++ + +++
14 E E +++ +++ ++ P P ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
15 M M +++ +++ ++ P P ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
16 E M +++ +4++ ++ P P + ++ ++ + + + ++ +++

F= fino; M= médio; += leve; ++= moderado; +++= intenso; A= ausente; P= presente
Fib. Interst. = fibrose intersticial

Linf md/gde = linfocitos de tamanhos médio e grande

prec. eritro. = precursores eritrocitarios

Linf. extrafo. = linfocitos extrafoliculares

prec. eritro. = precursores eritrocitarios



ANEXO 7

Granulomas Esquistossomoticos

NO

total

SUBGRUPO E1

Tipo de material antigénico

ovo viavel | ovo nédo viavel

casca de ovo

sem restos
ovulares

Localiza¢io no tecido
esplénico

central

periférico
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