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APRESENTACAO

Este livro, com a importante colaboragao dos coautores, aborda temas basilares da hematologia. Seus fundamen-
tos tedricos e praticos destinam-se tanto aos profissionais, quanto aos estudantes e professores que atuam nessa area,
assim como para pesquisadores das areas da satde e da biologia. Os temas sdo abordados de forma clara, objetiva e
agradavel, com uma linguagem acessivel, mas nao menos rigorosa, técnica e cientifica, trazendo uma visdo integrada
do sistema e os fundamentos para a compreensao da fisiologia e da patologia do sistema hemopoético.

A obra é resultado de nossas atividades académicas e de pesquisa na hematologia clinica e experimental, nas
disciplinas de hematologia da Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo, bem como da
atividade profissional na referida Faculdade e no Laboratério Clinico do Hospital Universitario da USP.

O termo hemopoese, ou hematopoese, deriva do latim haemus, ou do grego haematus (sangue), e poiesis (for-
magao), e envolve os processos relacionados a origem, proliferacao, diferenciagao, maturagao e distribuicao das
células sanguineas. E um fendmeno complexo e altamente regulado, sendo influenciado por varios estimulos que
atuam em diferentes niveis do processo — central (6rgaos hemopoéticos) e periférico (sangue circulante) — carac-
terizando-se pela continua produgéo e liberagao de células maduras para a circulagdo sanguinea.

A area hematoldgica apresentou, nos ultimos quarenta anos, significativos avangos em relagao a compreensao
da fisiopatologia do sistema hemopoético como, também, nas técnicas diagnosticas e terapéuticas, especialmente
na area da onco-hematologia, merecendo destaque os avangos obtidos na biologia da célula-tronco hemopoética.

Desde o século XVTIII até meados do século XX, diversas teorias coexistiram, tentando explicar a origem das
células sanguineas bem como o local de sua produgao.

Dentre as varias teorias, trés se destacaram. Em primeiro lugar, a teoria polifilética, das quais destacamos a
teoria dualista de Ehrlich e Naegli, que postulava que as células derivavam de um precursor mieloide e de um
precursor linfoide. Em segundo, a teoria trialista de Schilling-Aschoff, que defendia a derivagdo de todas as célu-
las sanguineas a partir de trés precursores: o hemocitoblasto mieloide, a célula reticulo-histiocitdria e a célula
linfocitopoética. Por fim, em contraponto a elas, Adolfo Ferrata, hematologista italiano (1880-1946), formulou,
entre 1910 e 1918, a teoria monofilética ou unicista, preconizando que as células derivavam de uma célula pluri-
potente, que ele denominou de hemo-histioblasto, uma vez que essa populagdo celular originaria as células san-
guineas e células do tecido conjuntivo e a existéncia do hemocitoblasto, célula que originaria as diferentes
linhagens sanguineas. Esta teoria, a partir dos dados experimentais e clinicos, se consolidou a partir da década de
1950, e desde entdo vem sendo adotada. Atualmente, essas células sdo denominadas, respectivamente, de célula-
-tronco embrionaria e de célula-tronco hemopoética.

O desenvolvimento tedrico e tecnoldgico nas areas da genética, biologia celular, molecular, da fisica, bioquimi-
ca e farmacogendmica proporcionaram sensivel avanco na elucidagao da fisiologia do sistema hemopoético e das
patologias que o acometem. Estas técnicas possibilitaram um refinamento no diagnoéstico, contribuindo para
progndsticos mais precisos e terapéuticas mais eficazes.

Devemos lembrar que os genes, sua transcrigdo e transdugdo, necessitam de um ambiente ou um microam-
biente especifico e adequado para sua expressao, sendo necessario além do meio intracelular também o extrace-
lular, permitindo as interagdes célula-célula e célula-matriz extracelular, e ainda, as interagdes matriz-matriz.

Nas tltimas décadas, a matriz extracelular, representada por células, proteinas adesivas e nao adesivas e por subs-
tancias soluveis (citocinas, fatores de crescimento, hormdnios e nutrientes) deixou de ser vista apenas como um sis-
tema de sustentagdo mecanico, mas como parte fundamental do processo regulatorio. Esta estrutura extracelular
proporciona ndo sé a estrutura mecanica, mas possibilita a fixagao de células e moléculas, regulando a osmolaridade,
concentragdo de oxigénio, e demais substancias e o pH local, o que possibilita a interagao celular, sua comunicagio e
sinalizagao. Uma vez que as mensagens quimicas que podem se traduzir na formagdo de segundo mensageiros e na
sinalizacdo ao genoma, depende da estrutura conformacional dessas moléculas e na forma das células, sem davida
importante, é um dos aspectos da sinaliza¢do celular, pois o controle da transmissdo da informacao e sinal quimico
ou fisico-quimico dependem, também, da sua conexdo com a rede externa e interna da célula.



A identifica¢do de substancias soliveis com a¢io sinalizadora, como os hormdnios, citocinas e fatores de cres-
cimento, e a descoberta dos receptores celulares para essas e para outras diversas moléculas, foram decisivas para
a elaboragao das vias de sinaliza¢ao celular, possibilitando desvendar os fendomenos que envolvem a hemopoese:
a autorrenovagio da célula-tronco, os processos de proliferagdo, diferenciacio das distintas linhagens sanguineas
e a maturagdo celular e, posteriormente, sua funcionalidade, proporcionando a descoberta de novos alvos-tera-
péuticos.

Assim, este livro pretende ser um manual importante para aqueles que trabalham com o diagnéstico hemato-
légico e/ou com aspectos funcionais das células sanguineas. A obra contempla desde a fisiologia do sangue até os
procedimentos praticos mais rotineiros utilizados em um laboratério clinico de hematologia.

O livro é organizado em trés grandes partes contendo sete se¢des e trinta capitulos. Os capitulos sao ilustrados
com esquemas de vias metabdlicas e de regulagdo, desenhos e fotomicrografias dos tecidos e das células (desde
precursores até células maturas) e da morfologia celular nos quadros de anemias, leucemias e demais patologias
do sistema hemopoético, além de links que permitem a verticalizagdo dos temas abordados. A descrigdo morfold-
gica dos tipos celulares, suas etapas de maturagdo e as principais alteragoes morfologicas possibilitam entender as
delicadas e complexas interagdes celulares com sua matriz.

Nesta edigdo, a Parte I - fisiologia do sistema hemopoético, capitulos de 1 a 14, aborda a fisiologia do sistema.
O Capitulo 1 é uma breve introdugdo aos aspectos fisico-quimicos e funcionais do sangue e tem como objetivo
apresentar, sucintamente, o panorama do mesmo para o organismo, aspectos que serdo aprofundados nos capitu-
los posteriores.

A partir do Capitulo 2, descreve-se, detalhadamente, a ontogenia e fisiologia da produgao das células sangui-
neas, abordando-se a biologia da célula-tronco e dos érgaos hemopoéticos, com énfase no microambiente da
medula 6ssea, bago e linfonodos e os processos celulares e moleculares da hemopoese.

Além desses, ha capitulos especificos sobre a eritropoese, plaquetopoese, granulopoese e sobre as séries mono-
citica e linfoide. Também sdo abordados os sistemas da coagulacao e da fibrinolise, e ha ainda um capitulo, com
teoria e pratica, sobre antigenos eritrocitarios, plaquetarios e leucocitarios (imuno-hematologia).

Completam a primeira parte do livro os temas sobre citocinas, moléculas de adesao, cinética e mobilizagao de
células e sua repercussao no hemograma, assuntos que normalmente nao sdo encontrados nos textos de hemato-
logia, e que ao nosso entender, sdo fundamentais para a compreensao da fisiologia hemopoética e sua regulagio.

Na segunda parte do livro, capitulos 15 a 28, aborda-se a fisiopatologia das doengas que acometem o sistema:
anemias (Capitulo 15), leucocitoses e leucopenias ndo malignas (capitulos 16 e 17), plaquetopenias, plaquetoses e
hemorragias (capitulos 18 a 20), doengas onco-hematoldgicas (capitulos 21 a 28): mieloproliferagdes, leucemias
agudas, mielodisplasias e linfomas, nos quais sdo tratadas a fisiopatologia e etiopatogenia dos processos, sinais e
sintomas, classificagoes e diagnostico laboratorial.

Na terceira parte (capitulos 29 e 30) sdo apresentadas as principais técnicas utilizadas na rotina hematoldgica,
inclusive os testes citoquimicos. Cada técnica aborda: principio, materiais e reagentes, protocolo de execugdo e inter-
pretagdo dos resultados. Enfase especial é dada no Capitulo 30, que trata da automagao na 4rea da hematologia.

Expressamos nossa gratidao aos demais autores que dedicaram seu tempo e expertise para a elaboragao desta
obra. Agradecimento especial as Dras. Amanda Krisma Rabelo e Karina Nakashima pelo auxilio na organiza¢ao
do Capitulo 29 - Técnicas rotineiras em hematologia.

Agradecemos ao Reynaldo Uezima pela execucao das ilustragdes que compde este livro e ainda a equipe edi-
torial da Editora Blucher pelo apoio na edi¢io da obra.

Este livro é dedicado aos professores Dr. Doménico H.G.P. Barbieri (in memorian) e Dra. Lucia Helena Melo-
ni Bruneri (in memorian), docentes da disciplina de Hematologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuti-
cas-USP, e meus mestres.

As minhas filhas Priscilla e Melissa e aos meus netos, Gabriela, Ana Clara, Vitdria, Luan e Teo.

Primavera Borelli
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CAPITULO 1

CARACTERISTICAS BIOLOGICAS E FUNCOES DO
SANGUE: CONSIDERACOES GERAIS

Primavera Borelli

1.1 INTRODUCAO

Desde os primoérdios da humanidade, o sangue (do latim, sangui) sempre foi considerado um elemento vital,
essencial a vida. Descri¢oes rupestres datadas da Pré-Historia mostram seres humanos ingerindo sangue. A Biblia
descreve que “a alma da carne é o sangue” (Lev. 17.11) e que “o sangue ¢é a vida” (Deut. 12.23). Desenhos e pinturas
da Idade Média evidenciam as primeiras tentativas de transfusdes sanguineas, e varias culturas, ainda hoje,
mantém o habito de ingerir sangue como uma forma de obter ou manter a saide. Por exemplo, membros da tribo
africana dos Masai ingerem sangue de seu rebanho bovino; varios paises europeus, asiaticos e latino-americanos
utilizam sangue em diversos pratos da culindria, como o chouri¢o, o molho pardo e a sopa de osso buco ou
“tutano”.

O sangue, na circulagdo, é um tecido liquido, mével e disseminado por todo o organismo, sendo constituido
por uma parte celular e por uma fragao liquida denominada plasma (Figura 1.1).
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<«&Plasma
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Figura 1.1 - Tubo com sangue colhido com EDTA, evidenciando a camada de eritrocitos, a camada com leucdcitos e plaquetas e o plasma.
Fotografia gentilmente cedida por Alice Maria Serpentino.
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O plasma representa, em média, 55% da volemia total e contém cerca de 90% de agua, encontrando-se dissol-
vidos nele proteinas e peptideos com diferentes fun¢des biolégicas, aminoacidos, lipideos, carboidratos, minerais
e vitaminas.

O componente celular (Figura 1.2) representa, aproximadamente, 45% do volume plasmatico e contém os
eritrocitos, leucdcitos (neutrdfilos, eosinofilos, baséfilos, linfocitos e mondcitos) e as plaquetas, Tais células sao
produzidas nos 6rgaos hemopoéticos (ver Capitulo 2), que, apos o nascimento, em seres humanos, sdo essencial-
mente medula 6ssea, timo, bago e linfonodos. A medula dssea é considerada o principal sitio anatomico da
hemopoese extrauterina. Em condigdes fisiologicas apropriadas somente as células sanguineas maduras atingem
a circulagao sanguinea.

Figura 1.2 — Vista panoramica de extensdo de sangue periférico mostrando eritrocitos normais (1), neutrdfilo segmentado (2); eosinofilo
segmentado (3); plaqueta (4); baséfilo (5); mondcito (6) e linfocito (7). Todas as células apresentam morfologia tipica. Coloragdo: May-
-Grunwald-Giemsa, modificado por Rosenfeld. Aumento 10x100. Fotomicrografia: Profa. Dra. Primavera Borelli, laboratério de Hemato-
logia Clinica e Experimental, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo.

O sangue, diferentemente de outros tecidos, caracteriza-se por ter uma produgdo localizada em diferentes
tecidos e 6rgaos, dependendo da fase de desenvolvimento do individuo (embrido, feto ou ap6s o nascimento), e
ainda pelo fato de, em condi¢Oes normais, somente as células maduras, dotadas de fungao efetora, migrarem para
a circulagdo periférica. Nesse sentido, podemos dizer que o sistema é mével e disseminado, ou seja, ha células
sanguineas distribuidas por toda a rede vascular ao longo de todo o organismo.

1.2 PRODUGAO

O sangue ¢ um tecido renovavel. As células sanguineas sdo continuamente formadas, uma vez que apresentam
vida média limitada e relativamente curta na circulagdo (por exemplo, os eritrocitos permanecem, fisiologica-
mente, na circulagao pelo periodo de 110-120 dias - vide Capitulo 8). Assim, as células precisam ser continuamen-
te produzidas, e o sistema hemopoético apresenta elevada capacidade de replicagdo. Em média, um individuo
adulto normal, de cerca de 70 kg, produz por volta de 2,5 x 10° eritrocitos/dia/kg; 1 x 10° plaquetas/dia/kg e 1 x
10"leucocitos/dia/kg. Essa renovagao celular é possivel porque o sangue possui uma populagao de células-tronco
denominadas células-tronco hemopoéticas (ou stem cell) com alta capacidade de autorrenovagio e diferenciagao
celular (vide Capitulo 5).
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1.3 PLASTICIDADE DO TECIDO

O sistema hemopoético é extremamente plastico. Entende-se como plasticidade do tecido a capacidade que
tem de adaptar-se as diferentes condigoes fisioldgicas e/ou patoldgicas, amplificando a produgéo das células ou,
ainda, modulando-as funcionalmente. Cada componente do sistema tem uma populagao matura imediatamente
disponivel para uma determinada situa¢ao de demanda. O sistema possui alta capacidade regenerativa se for ade-
quadamente estimulado e, como veremos em capitulos posteriores, o sistema ¢ autorregulado, existindo substan-
cias ativadoras e inativadoras ou inibidoras da hemopoese.

1.4 FUNGOES DO SANGUE

As func;()es de cada constituinte sanguineo serao vistas em capl'tulos especificos, contudo, mencionaremos
aspectos gerais das fungdes do sistema. Simplificadamente, podemos relacionar o sangue as fungdes de transpor-
te, defesa e homeostasia. As diversas células e constituintes do sistema hemopoético atuam de maneira integrada
e interdependente, ou seja, a alteragao na fisiologia de um componente pode modificar a fungédo e a integridade
de outro elemento e do organismo como um todo, como representado na Figura 1.3.

SANGUE

Hemoglobina
Eritrocitos
Microcirculagao

Célula endotelial
Plaquetas
Coagulagao
Fibrindlise

Hemorragia
Tromboses

Hemostasia

Leucécitos
Proteinas
Plasmaticas

Figura 1.3 — Esquema evidenciando as diferentes fungGes exercidas pelo sangue, suas inter-relagdes, bem como o comprometimento
funcional em caso de patologias.

1.5 HOMEOSTASIA E SISTEMA DE TRANSPORTE

O plasma regula as caracteristicas fisico-quimicas do sangue e da homeostasia organica, regulando pH, visco-
sidade sanguinea, pressao osmotica, equilibrio hidrico e temperatura corporal.

O sangue é responsavel pelo transporte de nutrientes como vitaminas, sais minerais, aminodcidos, agucares e
lipideos; gases, especialmente oxigénio e gas carbdnico; proteinas com fungdes diversas, como albumina, trans-
ferrina e transcobalamina; fatores de coagulagdo; anticorpos; fatores de crescimento; e hormonios. As proprias
células sanguineas sao transportadas pelo sangue.

1.6 SISTEMA DE DEFESA

Os diferentes tipos de leucocitos participam do processo de defesa do organismo, estando associados também
aos processos de reparagao e regeneragao tecidual frente a uma lesao. Tanto a resposta imune especifica como a
inespecifica envolvem células leucocitérias e proteinas do sistema do complemento, citocinas e fatores do sistema
da coagulagdo e da fibrindlise. As préprias plaquetas, além de participarem dos processos de coagulacao e repa-
ragao vascular, integram esse processo mais amplo de resposta do organismo diante de uma lesao, participando
dos processos iniciais da resposta inflamatdria.
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CAPITULO 2
HEMOPOESE

José Guilherme Xavier e Primavera Borelli

LISTA DE ABREVIATURAS

AGM: Aorta-gonada-mesonefro

BFU E: Unidade formadora de colonia da linhagem eritrocitica (Unit forming burst erythrocytic series)

CFU-G: Unidade formadora de colonia da linhagem granulocitica (Unity colony formating of granulocytic series)

CFU-GEMM: Unidade formadora de colonia das linhagens granulocitica, eritrocitica, megacariocitica e monoci-
tica ou mono-macrofagica (Colony formating units of granulocytic, erythrocytic, megakaryocytic and monocytic
series)

CFU-GM: Unidade formadora de colonia das linhagens granulocitica e monocitica ou mono-macrofagica (Unity
colony formating of granulocytic and monocytic series)

CFU-M: Unidade formadora de colonia da linhagem monocitica ou mono-macrofagica (Unity colony formating
of monocytic series)

CFU-Meg: Unidade formadora de colonia da linhagem megacariocitica (Unity colony formating of megakaryocy-
tic series)

CFU-MegE: Unidade formadora de colonia das linhagens megacariocitica e eritrocitica (Unity colony formating
of megakaryocytic and erythrocytic series)

CFU-S: Unidade formadora de colonia do bago (Colony formating unit-spleen)

CTH: Célula-tronco hemopoética

EPO: Eritropoietina

GM-CSEF: Fator estimulador de colonias granulo-monociticas (Granulocitic-monocitic stimulating factor)
IL-3: Interleucina 3

IL-6: Interleucina 6

IL-9: Interleucina 9

IL-11: Interleucina 11

MEC: Matriz extra celular

SCEF: Fator estimulador de célula-tronco (Stem cell fator)
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2.1 ONTOGENIA E FILOGENIA

2.1.1 DERIVAGAO DAS CELULAS SANGUINEAS

Os estudos sobre o sangue e a circulagdo sanguinea remontam ha cerca de 2000 anos. Galeno (129-199 d.C.)
foi um dos pioneiros a descrever, com base em estudos em macacos, a pequena circulacio, revelando que no inte-
rior dos vasos ndo existia agua, e sim sangue. Miguel Servet descreveu, em 1551, a circulagdo pulmonar e o retor-
no do sangue ao ventriculo esquerdo. William Harvey publica em 1628 seus estudos descrevendo a circulagao
sanguinea e a distribuigdo de sangue pelo corpo em fluxo continuo, concluindo que o “coragdo era uma bomba”
. Diante desses conhecimentos, Descartes propds que as “artérias e veias eram canos que levavam os nutrientes
para o corpo’.

O aperfeicoamento do microscopio realizado pelos holandeses Zacharias Janssen e Cornelius Drebbel e, pos-
teriormente, por Christiaan Huygens (1629-1695) e Johannes Havelke (1611-1687) tornou possivel a descoberta das
células

Marcello Malpighi (1628-1694), bidlogo e médico italiano, demonstrou, em 1661, que o sangue nao se formava
nos vasos periféricos, e, em 1666, foi o primeiro a observar os glébulos vermelhos (eritrocitos) e a atribuir-lhes
a cor do sangue. Foi Antonie van Leuuwenhoek (1632-1723), também holandés, quem descreveu, em 1668, a rede
de capilares e como as células nela circulavam; em 1674, fez a primeira descri¢ao de uma célula sanguinea: o
eritrocito.

Durante os séculos XVIII, XIX e até meados do século XX, diversas teorias coexistiram tentando explicar a
origem das células sanguineas bem como o local de sua produ¢ao. Dentre as varias teorias duas se destacaram:
a teoria polifilética e a monofilética.

2.1.2 TEORIA POLIFILETICA

A teoria polifilética, defendida por cientistas notaveis como Erik Undritz, postulava que as diferentes células
sanguineas derivavam de precursores distintos, independentes entre si (Figura 2.1).

Teoria polifilética

Eritrocitos Plaguetas Linfocitos Eosindfilos Basdfilos Neutrofilos Monébcitos

Figura 2.1 — Representacdo grafica da teoria polifilética. Essa teoria preconiza que cada tipo celular sanguineo deriva de um tipo especifi-
co de precursor, os quais sao independentes entre si.

Variantes da teoria polifilética foram a teoria dualista de Ehrlich e Naegli, que postulava que as células
derivavam de um precursor mieloide e de um precursor linfoide (Figura 2.2), e a teoria trialista de Schilling-As-
choff (Figura 2.3), que defendia a derivacao de todas as células sanguineas a partir de trés precursores: o0 hemoci-
toblasto mieloide, a célula reticulo-histiocitaria e a célula linfocitopoética.
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Teoria dualistica

Célula progenitora
linfoide

Célula progenitora

@ mieloide

Linfoblasto

\

Mieloblasto Monoblasto Megacarioblasto Proeritroblasto P
Linfocitos

Granuldcitos Mondcitos Plaguetas Eritrocitos

Figura 2.2 - Representagdo gréfica da teoria dualistica. Segundo esta teoria as células maturas do sangue seriam derivadas de dois tipos
celulares: o progenitor mieloide que originaria os granuldcitos, eritrocitos, mondcitos e plaquetas e o progenitor linfoide ou linfoblasto que
daria origem aos linfocitos.

Teoria trialista de Schilling - Aschoff

Hemocitoblasto
mielbide, eritrbide Hemocitoblasto Célula reticulo-histiocitaria
e granulocitico linfoide ou monoblasto

Mieloblasto Proeritroblasto Linfocitos Monocitos
granuldcitos eritrocitos

Figura 2.3 — Representagdo grafica da teoria trialista de Schilling-Aschoff. Segundo essa teoria, as células maduras do sangue seriam
derivadas de trés tipos celulares: o hemocitoblasto mieloide, que originaria os granuldcitos e eritrocitos, o hemocitoblasto linfoide ou
linfoblasto, que daria origem aos linfocitos, e a célula reticulo-histiocitaria ou monoblasto, que originaria os mondcitos e macréfagos.

2.1.3 TEORIA MONOFILETICA OU UNICISTA

Por sua vez, a teoria monofilética ou unicista, formulada entre 1910 e 1918 pelo hematologista italiano Adolfo
Ferrata (1880-1946), preconizava que todas as células sanguineas derivavam de uma célula blastica pluripotente,
presente nos orgaos hemopoéticos e que ele denominou hemo-histioblasto (do grego haima, istion, tecido, e blas-
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tos, germinativo, primitivo), uma vez que essa populagdo celular poderia originar as células sanguineas e as do
tecido conjuntivo (Figura 2.4).

TEORIA UNICISTA

Célula pluripotente
embrionaria (Hemohistioblasto) %

Célula tronco hemopoética

lul
hemo-histioblasto

Hemocitoblasto
linfoide

Hemocitoblasto
mieloide

Linfocitos

Qutros
tecidos

Megacarioblasto Proeritroblasto Mieloblasto

f f
f '

Plaguetas Eritrocitécito Granulécitos

Figura 2.4 — Representacdo grafica da teoria unicista de Ferrata. Segundo essa teoria, todas as células maduras do sangue seriam
derivadas de um Unico precursor pluripotente denominado hemo-histioblasto, atualmente denominado célula-tronco embriondria, que,
por sua vez, daria origem ao hemocitoblasto, atualmente denominado célula-tronco hemopoética, precursora de todas as linhagens
sanguineas.

2.2 HEMOPOESE

O termo hemopoese ou hematopoese deriva do latim haemus = sangue ou do grego haematus = sangue, e
poiesis = formagao, respectivamente.

A hemopoese envolve processos relacionados a origem, proliferagdo, diferenciagao, maturagdo e distribuigao
das células sanguineas. E um fendmeno complexo e regulado, e influenciado por vérios estimulos que atuam em
diferentes niveis do processo — central (6rgaos hemopoéticos) e periférico (sangue circulante), caracterizando-se
pela continua produgio e liberagdo de células maduras para a circula¢do sanguinea.

Veremos neste e nos proximos capitulos que a hemopoese envolve fendmenos complexos e altamente
regulados e dependentes (i) da existéncia de células primitivas (células-tronco) bem como de sua capacidade pro-
liferativa e de autorrenovacdo; (ii) da a¢ao regulatdria de fatores de crescimento e de outros mediadores; (iii) dos
componentes do microambiente; e (iv) da relagdo arquitetural desse microambiente. Assim, a hemopoese ¢ in-
fluenciada por vérios estimulos que atuam em diferentes niveis do processo. Dessa maneira, hd que considerar as
interacodes célula-célula e célula-MEC, que ocorrem tanto no microambiente indutor da hemopoese como em
outras localizagdes; a acdo dos diferentes fatores de crescimento e citocinas (veja Capitulo 6); a agdo hormonal,
particularmente de corticosteroides, estrogenos, andrégenos, hormdnios tireoidianos, e de adrenalina, mediado-
res plasmaticos e celulares da resposta inflamatdria; e, obviamente, o estado nutricional do individuo.
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2.2.1 BASES CELULARES DA HEMOPOESE

A teoria unicista tinha sustentagao clinica, uma vez que explicava, de maneira mais adequada, tanto a fisiolo-
gia como as diversas patologias que acometiam o sistema sanguineo. Foi com os trabalhos de Jacobson et al.
(1948,1950 veja mais detalhes e imagens em http://www.sciencemag.org/content/107/2775/248.long,e

http://jama.jamanetwork.com/article.aspx?articleid=298287) que a teoria unicista passou a ser comprovada
experimentalmente. Esses autores demonstraram que células obtidas do bago e da medula dssea eram capazes de
repopular 6rgaos hemopoéticos destruidos por irradiagdo (veja mais detalhes em Ham, 1950).

Em 1961, Till & McCullogh demonstraram que, ao injetar células obtidas da medula éssea de camundongos
nao irradiados em camundongos irradiados, havia o repovoamento, in vivo, de 6rgaos hemopoéticos além da
propria medula dssea, com o aparecimento, no bago, de aglomerados de células hemopoéticas, que eles chamaram
de “colonias” e que provavelmente eram decorrentes da proliferacio de uma unica célula, que os autores denomi-
naram CFU-S (colony formating unit-spleen) (Figura 2.5).

Figura 2.5 — Fotografia de bago de camundongos previamente irradiados e posteriormente injetados com células da medula dssea. Os
nddulos (indicados pelas setas vermelhas) observados correspondem as unidades formadoras de colonia. Imagem original de J. E. TILL
AND E. A. McCULLOCH: A Direct Measurement of the Radiation Sensitivity of Normal Mouse Bone Marrow Cells , RADIATION RESEARCH
14, 213-222,1961 (URL da imagem https://tspace.library.utoronto.ca/retrieve/4606/RadRes_1961_14_213.pdf)
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Durante os anos de 1960-1970, diversos experimentos utilizando técnicas imunologicas, citoquimicas e mar-
cadores cromossomicos comprovaram, em definitivo, a teoria unicista proposta por Ferrata. Assim, atualmente a
derivagdo das células sanguineas pode ser representada pelo esquema da Figura 2.6.

HEMOPOESE: ESQUEMA GERAL
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Figura 2.6 — Esquema simplificado da hemopoese segundo a teoria unicista. As células sanguineas derivam de um precursor pluripotente
denominado célula-tronco hemopoética ou hemocitoblasto de Ferrata, que, por sua vez, se origina da célula-tronco embrionaria. A célu-
la-tronco hemopoética (CTH) da origem a duas populagGes celulares de precursores multipotentes denominados progenitor mieloide
comprometido, ou unidade formadora de colonias granulociticas, eritrociticas, megacariociticas e monociticas (CFU-GEMM - colony
formating units of granulocytic, erythrocytic, megakaryocytic and monocytic series) e progenitor linfoide comprometido. As CFU-GEMM
originam os precursores megaeritrociticos, ou unidades formadoras de colonias megacariociticas e eritrociticas (CFU-MegE — unity colony
formating of megakaryocytic and erythrocytic series), e os precursores granulo-monociticos, ou unidades formadoras de colonias granu-
lo-monociticas (CFU-GM — unity colony formating of granulocytic and monocytic series). Por sua vez, os progenitores CFU-MegE se dife-
renciardo em células progenitoras das linhagens megacariociticas (CFU-Meg — unity colony formating of megakaryocytic series) e em
progenitores, ou unidades iniciadoras de eritrocitos (BFU — unit forming burst erythrocytic series), que amadurecerao originando, respec-
tivamente, plaquetas e eritrocitos. A populagdo CFU-GM originard os progenitores granulociticos, ou unidade formadora de granulécitos
(CFU-G - unity colony formating of granulocytic series), e os progenitores monociticos, ou unidade formadora monomacrofagica (CFU-M
— unity colony formating of monocytic series), que por sua vez originardo, respectivamente, os mondcitos e macrofagos e as células den-
driticas. Admite-se, atualmente, que a populagdo de células mastocitarias deriva diretamente do progenitor CFU-GEMM. Por outro lado,
a populacdo linfoide comprometida originara os progenitores dos linfocitos B e os progenitores dos linfocitos T/NK, que, ao migrarem para
o timo, irdo se diferenciar nas diferentes populagdes de células T e da linhagem NK (para mais detalhes, veja capitulos 8, 9,10, 11e 12).

Hoje, a hemopoese pode ser representada, simplificadamente, pelo esquema da Figura 2.6. Devemos mencio-
nar que alguns trabalhos experimentais evidenciam a presenga de populagdes intermediarias entre a célula-tron-
co hemopoética e os progenitores linfoides e mieloides e optamos por descrever a hemopoese como ainda é aceita
na literatura. Como podemos verificar na Figura 2.6, o sangue se origina de uma tnica populagao celular pluri-
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potente denominada célula-tronco hemopoética (CTH) ou stem cell hemopoética, e que corresponde ao hemoci-
toblasto de Ferrata. Como veremos adiante (Capitulo 5), a célula-tronco possui como caracteristicas funcionais a
alta capacidade de autorrenovagio e a de originar as diferentes linhagens sanguineas. Como citado na legenda da
figura 2.6 essa populagéo celular, sob condi¢oes especificas, e em localizagdes especificas (nicho da célula-tronco)
nos 6rgaos hemopoéticos e na dependéncia de fatores de transcrigdo (veja, a seguir, Bases moleculares da hemo-
poese), é capaz de se comprometer em duas populagdes distintas: o precursor mieloide, também chamado de
GEMM-CFU (unity colony formating of granulocytic, erythrocytic, megakaryocytic and monocytic series) que cor-
responde ao hemocitoblasto mieloide de Ferrata, e o precursor linfoide, que corresponde ao hemocitoblasto lin-
foide descrito por Ferrata.

O precursor GEMM-CFU ou CFU-GEMM ira passar por processos de ativagao e restri¢ao génicas, originando
duas populagdes celulares: uma populagdo com bipotencialidade, ou seja, com capacidade de originar duas linha-
gens celulares, denominada MegE-CFU (unity colony formating of megakaryocytic and erythrocytic series), e um
precursor bipotencial, denominado GM-CFU (unity colony formating of granulocytic and monocytic series). Por sua
vez, o precursor MegE-CFU ou CFU-MegE passara novamente por processos de ativagao/repressao génicas, origi-
nando as popula¢oes Meg-CFU (unity colony formating of megakaryocytic series), progenitora da linhagem mega-
cariocitica, e a popula¢do progenitora da linhagem eritroide, denominada BFU-E (unit forming burst erythrocytic
series) (vide Capitulos 12 e 8, respectivamente). A populagio GM-CFU ou CFU-GM dara origem ao progenitor da
linhagem granulocitica, G-CFU (unity colony formating of granulocytic series), que, por sua vez, originara as linha-
gens neutrofilica, eosinofilica e basofilica (vide Capitulo 9), e o precursor M-CFU ou CFU-M (unity colony forma-
ting of monocytic series), que dara origem a linhagem monomacrofagica (mondcitos, macréfagos e células dendri-
ticas; vide Capitulo 10). A partir dos progenitores, também chamadas de “células-mae” das linhagens, as células
passam por diversas etapas de amadurecimento até atingir a fase final de células maduras.

O precursor linfoide, por sua vez, podera dar origem ao progenitor de células B e ao progenitor de células
T/NK, sendo que este tltimo ira se diferenciar, no timo, em progenitores de células T e NK (vide Capitulo 11).

2.2.2 “COMPARTIMENTOS” HEMOPOETICOS

O tecido sanguineo caracteriza-se por (i) apresentar alta taxa de renovag¢iao, uma vez que as células maduras
apresentam tempo de vida na circulagio relativamente curto; e (ii) por sua plasticidade, adaptando-se as diferen-
tes situagoes fisiologicas e patologicas (ver partes IL III, IV e V).

A existéncia de diferentes linhagens sanguineas envolve expansao, diferenciagdo e maturagao das células em
cada linhagem, gerando “compartimentos funcionais” com particularidades histoldgicas em cada um deles.
Assim, pode-se considerar que os 6rgaos linfo-hemopoéticos, especialmente a medula 6ssea (vide Capitulo
3), apresentam os compartimentos de proliferagdo, de diferenciacao e de maturagao celular. Em situagoes de equi-
librio, a propor¢éao entre os diferentes compartimentos permanece constante, embora o influxo e o efluxo entre
cada compartimento de células possam nao ser iguais. A expansdo de uma determinada populagao celular é de-
terminada tanto pelo aumento do nimero de células resultante da proliferacdo como pela redugdo do processo de
apoptose celular ou por ambos os processos. As células hemopoéticas presentes na medula dssea em diferentes
fases de diferenciacao podem ser classificadas, quanto sua capacidade proliferativa, em quatro populagdes:

a) das células-tronco ou células hemopoéticas pluripotenciais: sio células capazes de se autorrenovar e de se
diferenciar em qualquer uma das linhagens sanguineas;

b) das células comprometidas ou células diferenciadas: células que ja estdo definidas com uma ou mais
linhagens celulares e as amplificam por mitose;

¢) das células progenitoras ou unipotenciais: compartimento de células que ja estdo definidas com uma
determinada linhagem celular e a amplificam via mitose;

d) compartimento de células maduras: células com funcoes especializadas e que ndo mais se replicam.

O compartimento proliferativo ¢ constituido por células primitivas, pluripotentes, pouco diferenciadas, com
alta capacidade de autorrenovagio (as células-tronco) e de proliferagdo. O compartimento de diferenciagiao en-
volve células primitivas com potencial limitado de gerar células de diferentes linhagens celulares e com limitada
capacidade de autorrenovagao e ja comprometidas com determinada(s) linhagem(ns) celular(es). Sao chamadas de
células precursoras ou de unidades formadoras de colonias. Dessa forma, tem-se a unidade formadora de colo-
nias granulo-monociticas, unidade formadora de colonias megacariocitica e eritroide, e as células primitivas lin-
foides. As células desse compartimento apresentam ainda capacidade proliferativa e respondem a agdo de fatores
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de crescimento inespecificos ou também chamados de multilinhagem, como interleucina 3 (IL-3), e a fatores
especificos, como GM-CSF, eritropoietina (fator estimulador para colonias eritroides) e trombopoietina (fator
estimulador para colonias megacariociticas).

O compartimento de células progenitoras, também denominado compartimento de maturagio, ¢ constitu-
ido de células unipotenciais, morfologicamente reconheciveis e que praticamente nao apresentam mais capacida-
de de autorenovagao; possuem capacidade mitdtica até determinados estdgios de desenvolvimento e amadurecem.
Dessa forma, ha um influxo intercompartimental determinado pelo movimento de células provenientes do com-
partimento de proliferacdo e de diferencia¢do, como, por exemplo, proeritroblastos para eritroblastos.

2.2.2.1 Hierarquia do sistema

Em mamiferos, assume-se que o sistema hemopoético é hierarquico, ou seja, ha uma sucessao de etapas que
ocorrem desde a célula-tronco hemopoética até as células maturas que sdo continuamente produzidas. Esse siste-
ma pode ser representado graficamente por uma pirdmide (Figura 2.7). A piramide, além de representar as etapas
sequenciais de proliferacao, diferenciagdo e maturagao das células sanguineas, também representa a quantidade
de células em cada compartimento, ou seja, no topo da piramide encontra-se a populagdo de células-tronco que
apresenta um ntimero pequeno de células (cerca de 1 a cada 1.000.000 de células nucleadas da medula 6ssea). A
medida que essa populac¢ao se diferencia e prolifera, os compartimentos vao aumentando de tamanho até atingi-
rem a maturagdo completa, situada na base da piramide. E o chamado “escalonamento maturativo”.

Fisiologicamente, em condigdes de normalidade, as células saem da medula éssea somente apds atingirem o
estado final de matura¢do, quando perdem determinadas proteinas de adesdo (integrinas) que se ligam a matriz
extracelular do 6rgao hemopoético. A principio, considera-se que essa saida ¢ um fluxo unidirecional. A mobili-
zagdo entre os diversos compartimentos dos 6rgaos hemopoéticos e entre sangue periférico e a saida para o meio
extravascular é um processo dindmico, modificando-se em situagdes fisioldgicas, patologicas ou sob agao
farmacoldgica, a depender da natureza do estimulo e dos mecanismos envolvidos na liberagdo medular (vide
Capitulo 7).

HIERARQUIA DO SISTEMA HEMOPOETICO

Célula
tronco

Células
comprometidas

Células progenitoras

Células em maturagao

Células maturas

Hemacias
Plaquetas
Leucdcitos

Figura 2.7 — Esquema representando a hierarquia do sistema hemopoético (veja detalhes no texto).
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2.2.3 ORGAOS HEMOPOETICOS: FILOGENIA E ONTOGENIA

A medula dssea apresenta-se como um 6rgao complexo distribuido ao longo das cavidades osseas do
esqueleto, apresentando uma massa tecidual, no individuo adulto, de 1,6 a 3,7 kg, com aproximadamente 50% de
tecido adiposo. Apresenta uma série de atividades, destacando-se a formagao e liberagdo das linhagens sanguine-
as, a fagocitose e degrada¢do de material particulado circulante.

O sistema itinerante - mobilidade das células tronco hemopoéticas e criagao do sistema

O sistema hemopoético apresenta uma caracteristica impar dentre os sistemas bioldgicos, representada por sua
extensa mobilidade. Se recapitularmos a ontogénese da hemopoese teremos uma clara amostra dessa caracteris-
tica. A concentragao da atividade hemopoética na cavidade 6ssea é uma aquisigdo filogenética, inicialmente de-
tectada em anfibios anuros (Quadro 2.1).

Filogenia da hemopoese em algumas espécies, ilustrando as diferengas em relacdo aos periodos em que ocorre

a hemopoese e os sitio anatdmicos

Espécies Caracteristicas da hemopoese

Anuros (género rana)  sazonalidade, alternancia medular e esplénica
Aves saco vitelino e regides mesentéricas até o inicio do processo medular

Mamiferos medula 6ssea/eventualmente bago (na dependéncia da espécie)

Em algumas espécies locais atipicos, como adrenais, ovario, testiculo, endocéardio

Quadro 2.1 - Filogenia da hemopoese em algumas espécies, mostrando diferengas com relagdo aos periodos em que ocorre e aos sitios
anatoémicos.

Embrionariamente, o sangue deriva da mesoderme (Figuras 2.8 e 2.9), possuindo um precursor comum aos
vasos (teoria da formagdo simultanea do sangue e dos vasos; para saber mais veja Palis, McGrath & Kingsley,
1995; e Kennedy, D’Souza, Lynch-Kattman, Schwantz & Keller, 2007), denominado hemangioblasto (Figura
2.10), que originara células precursoras do endotélio, e uma célula pluripotencial hemopoeticamente
comprometida e comum a todas as linhagens sanguineas, denominada célula-tronco hemopoética (stem cell ou
hemocitoblasto).

tubo neural

somatopleura

notocorda

mesoderme

celoma
esplancnopleuta
arquéntero
endoderme
ectoderme

Figura 2.8 — Esquema demonstrando o inicio da organogénese. (URL da imagem http://files.embriologiabio.webnode.com.
200000023-9f14ea00ec/neurula.jpg)
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ONTOGENIA DA CELULA HEMOPOETICA
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trilaminar

Epiderme Neurbnio  Melandcito Espermatozoides Ovulos

Mesoderme Endoderme

Célula Célula Células Células Células Células Célula Células

muscular muscular tubulares sanguineas musculares pancredticas tiredide alveolares
cardiaca esquelética renais lisas

Figura 2.9 — Esquema simplificado representando a origem dos diferentes folhetos germinativos do organismo a partir do periodo da
gastrulagdo do embrido.
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Angiogénese Célula tronco hemopoética

Figura 2.10 — Teoria da formagdo simultanea das células sanguineas e das células endoteliais a partir de endotélio hemogénico presente
na regido da aorta dorsal do embrido e que origina um precursor comum denominado hemangioblasto (veja mais detalhes no texto).

Em mamiferos, a hemopoese assume diversas localizagoes conforme a espécie e o desenvolvimento do animal
(para saber mais, veja Cumano & Godin, 2001). Iniciando-se pelo saco vitelino, primeiro sitio extraembrionario
de hemopoese (Figura 2.11), avan¢ando para a esplancnopleura para-adrtica, regiao aorta-gonado-mesonéfrica,
figado, baco e medula dssea, esbocando uma espécie de roteiro hemopoético, sujeito ainda a eventuais rotas
alternativas durante a vida do individuo. Essa alternancia de sitios hemopoéticos evidencia a dependéncia do
sistema da populagdo de células-tronco hemopoéticas e a possibilidade da criagdo de nichos propicios a atividade
hemopoética em diferentes tecidos (Figura 2.12).

Figura 2.11 - Desenvolvimento do saco vitelino em embrido de camundongo entre os periodos E7.5 e E9. No Quadro E7.5 a seta aberta
indica célula mesotelial e a seta fechada indica células indiferenciadas da mesoderme as quais dardo origem as ilhotas de Wolf (E9.5, seta
fechada), nas quais as células mais internas sdo células sanguineas e a camada mais externa sera de endotélio. A letra E na figura E9.5
indica a camada da endoderme (URL da imagem http://origin-ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0301472X01006695-gr1.jpg). Para
detalhes ver James Palis & Mervin C. Yoder: Yolk-sac hematopoiesis: The first blood cells of mouse and man. Experimental Hematology
29: 927-936, 2001.http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0301472X01006695#gr4
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Ontogenia da célula hemopoética

Endotélio
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Figura 2.12 — Esquema demonstrando os diferentes locais em que ocorre a hemopoese, em seres humanos, durante os periodos
embrionario, fetal e apds o nascimento.

Em humanos, a hemopoese ¢, usualmente, classificada em dois periodos: a hemopoese pré-natal e a hemopo-
ese pos-natal.

2.2.3.1 Hemopoese pré-natal

As primeiras células eritropoeticas sdo identificadas em ilhas sanguineas chamadas de IlThotas de Wolff, no
saco vitelino, aos 19 dias pds-concepgdo em humanos ou em E7,5 dia em camundongos, e caracteriza a hemopo-
ese extraembrionaria, também denominada hemopoese primitiva, cuja fun¢ao primadria é produzir células
eritroides para a disponibilizagdo de oxigénio para o embrido (para mais detalhes, acesse as revisdes Orkin &
Zon, 2008; Keller & Murry, 2008).

A seguir, a atividade hemopoética expande-se para a esplancnopleura para-adrtica, tendo inicio a hemopoese
embrionaria, que se estende para a regido aorta-gonado-mesonéfrica, onde perdura até o 30°-45° dias, aproxima-
damente. Durante esse periodo sao produzidas apenas células vermelhas nucleadas, denominadas megaloblastos
(Figura 2.13). Nesta fase, a hemopoese é considerada transitdria, e esse periodo ¢ denominado periodo mesodér-
mico da hemopoese pré-natal.
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Figura 2.13 — Células eritréides primitivas em embrido de camundongo. (A) células eritrdides na circulagdo de embrido entre E9.5 e E14.5
demonstrando a redugdo progressiva da basofilia citoplasmatica, progressiva condensagdo da cromatina nuclear e finalmente a
exonucleagdo. Coloragdo Giemsa. Pode-se observar que as células eritréides primitivas, também chamadas de megaloblastos,
apresentam-se de grande tamanho quando comparadas com os eritrocitos de origem materna também presente na imagem em E14.5.
(B) Numero de eritrocitos definitivos (cinza), células eritrdides primitivas (preto) e eritrocitos primitivos (vermelho) em embrido de
camundongo. No quadro E12.5 a maiorias das células circulantes sdo eritroblastos primitivos. Ja em E16.5 o nimero de eritrocitos
definitivos aumenta significativamente enquanto que as células eritréides primitivas se reduzem. (URL da imagem http://ars.els-cdn.
com/content/image/1-s2.0-S0301472X05002948-gr1.jpg)

Entre a sexta e a sétima semana gestacional, focos hemopoéticos sdo encontrados em meio aos corddes de he-
patdcitos, com a eritropoese passando a predominar no figado no segundo trimestre de gestagao; os megaloblas-
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tos sdo substituidos pela linhagem eritroide definitiva. Nesse periodo, denominado hepatoesplénico, tem inicio a
chamada hemopoese definitiva, com o bago também assumindo papel hemopoético. Aproximadamente metade
das células nucleadas do figado sdo eritroides. Poucos granuldcitos e megacaridcitos sao encontrados nesse local.
No periodo hepatoesplénico da hemopoese intrauterina, além do figado e do bago, o timo e os linfonodos assu-
mem também carater hemopoético.

A partir do 5° més de gestacao, com a emergéncia da cavidade dssea, a hemopoese passa a localizar-se na me-
dula 6ssea, dando inicio ao periodo medular da hemopoese fetal. Apos o sexto més de gestagao, a medula dssea
torna-se o principal sitio hemopoético fetal e, paralelamente, ocorre a progressiva redugdo da hemopoese hepati-
ca, com a persisténcia de algumas colonias eritropoeticas até a primeira semana de vida pds-natal.

2.2.3.2 Hemopoese pds-natal

Apds o nascimento, em seres humanos, a hemopoese encontra-se restrita, primariamente, & medula dssea
(Figura 2.14).

Periodos da Hemopoese
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Figura 2.14 - Figuras representativas dos periodos pré-natal e pds-natal da hemopoese, evidenciando as suas diferentes localizagdes
anatémicas. Para mais detalhes, veja o texto.

Como descreveremos adiante, o tecido hemopoético, é também denominado tecido mieloide, sendo
constituido por células em meio a uma matriz extracelular (MEC). O constituinte celular é composto por células
do parénquima hemopoético (contendo desde células-tronco hemopoéticas até células maduras) e por
células estromais (células-tronco mesenquimais, adipocitos, fibroblastos-“like’, células endoteliais, dentre ou-
tras). Mesmo em territério medular, os sitios hemopoéticos variam durante a vida. Assim, em neonatos todas as
cavidades Osseas, em toda a sua extensao, sdo produtoras de células sanguineas, caracterizando a medula dssea
vermelha ou medula 6ssea hemopoeticamente ativa (Figura 2.15). Apds os 4 anos de idade identifica-se um
nimero crescente de adipdcitos intercalados aos precursores sanguineos, particularmente nas diafises de ossos
longos. O percentual de adip6citos aumenta progressivamente até cerca dos 18 anos, de modo que a medula dssea
agora passa a ter uma propor¢ao maior de adipdcitos, passando a ser chamada de medula dssea amarela, sem
atividade hemopoética. No entanto, a atividade hemopoética pode retornar, como parte de um processo adapta-
tivo, como nas anemias hemoliticas cronicas. Por volta dos 18-25 anos de idade ja é possivel localizar a medula
6ssea vermelha restrita a epifises de ossos longos, ossos do crdnio, pelve, esterno, por¢ao proximal do
sacro, escapula, claviculas, vértebras e costelas, fendmeno referido como convergéncia troncular da hemopoese
(Figura 2.15).
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Ossos com medula 6éssea em atividade Hemopoética

w Medula 6ssea vermelha

Figura 2.15 — Locais de hemopoese ativa (medula éssea vermelha) em individuos adultos e em criancgas. Nota-se que na crianga tanto os
0ssos longos como os o0ssos chatos possuem medula dssea ativa, enquanto no adulto essas regiGes estdo restritas aos ossos chatos
(esterno, crista de osso iliaco, costelas). Para mais detalhes, veja o texto.

Nas diafises dsseas ocorre a deposicao reversivel de tecido adiposo, caracterizando a medula dssea amarela
(Figura 2.15), em contraposicao a medula 6ssea vermelha, ativamente hemopoética (Figuras 2.15, 2.16 € 2.17). O
contetdo de adipdcitos progride com a idade, mais acentuadamente ap6s os 70 anos, fato que, associado a perda
Ossea, pode dar a impressdo de um aumento na area cavitdria medular. Contudo, a medula dssea vermelha ou
ativa persiste nas localizagdes ja citadas durante toda a vida do individuo (para mais detalhes ver Gurevitch, Sla-
vin & Feldman, 2007; Malkievicz & Dziedzic, 2012; Tavassoli & Crosby, 1970).
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Figura 2.16 — Fotomicrografia de corte histoldgico, da regido distal de tibia (imagem a esquerda) e da regido proximal do fémur (imagem
da direita) de coelho. A seta amarela indica adipocito. Observa-se que a medula éssea amarela (esquerda) é rica em adipdcitos quando
comparada com a medula éssea vermelha (imagem a direita). Cortes corados com hematoxilina — eosina (x100). Imagem original acessar
Mehde Tavasssoli & William H. Crosby: Bone Marrow Histogenesis: A Comparison of Fatty and Red Marrow. Science 17: Vol. 169 pp. 291-
293,1970. http://www.sciencemag.org/content/169/3942/291.long.)

Figura 2.17 — Fotomicrografia de corte histoldgico de medula éssea de camundongo adulto normal corada pelo método de hematoxilina-
-eosina, aumento de 4x. Exemplo de medula dssea vermelha, hemopoeticamente ativa. Em relagdo a medula éssea humana, a de camun-
dongos apresenta-se hipercelular, com frequentes megacariécitos (M). Nessa imagem ndo se observam adipdcitos. T: trabécula
ossea; M: megacaridcito; S: sinusoide. A seta indica a regido subendosteal, destacando um osteoblasto. Fotomicrografia: Profa. Dra. Pri-
mavera Borelli, Laboratério de Hematologia Clinica e Experimental, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo.

2.2.4 BASES MOLECULARES DA HEMOPOESE

Nas duas altimas décadas significativos avancos tem sido feitos no sentido de esclarecer os mecanismos celu-
lares e moleculares que controlam a fisiologia da hemopoese. Embora se saiba que os eventos moleculares sejam
estritamente dependentes do microambiente em que as células se encontram (veja Capitulos 3 e 5) e das mudangas
temporais durante a embriogénese, o surgimento da célula-tronco hemopoética ainda nao esta completamente
esclarecido.

Devido as dificuldades técnicas na obtengéo e caracterizagao de células-tronco (veja Capitulo 5), a maioria dos
estudos sobre a emergéncia da célula-tronco hemopoética no periodo embrionario e fetal tem sido realizada em
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embrides de camundongos e de aves. Ja a acdo de fatores transcricionais da célula-tronco tem sido realizada, mais
frequentemente, em animais knockout e em células infectadas por retrovirus e/ou que superexpressam esses
fatores. Estudos genéticos tém permitido identificar uma série de fatores de transcrigdo e outras moléculas sina-
lizadoras que atuam na diferenciagdo e autorrenovagdo da célula-tronco hemopoética. Os fatores de transcri¢ao
especificos para determinados tipos celulares sdo elementos importantes para o controle da rede de genes que
mantém a autorrenovacdo, a divisdo, a manuten¢io de precursores, bem como o comprometimento e a diferen-
ciagdo das linhagens.

Considerando que a hemopoese é um processo que ocorre em distintas localizacdes anatdmicas durante o
desenvolvimento (saco vitelino, AGM, figado e bago fetal, medula dssea), torna-se complexo estudar os fatores
envolvidos em cada etapa e em cada localizagdo microambiental. A seguir, descrevemos, sucintamente, os princi-
pais fatores transcricionais envolvidos na hemopoese.

Na hemopoese embrionaria, a diferenciagao a partir do endotélio hemogénico (também chamado de ilhotas de
Wolff) parece ser dependente de Bmp4, molécula pertencente a superfamilia do fator de crescimento TGF-f. A
Bmp4, ao ligar-se aos seus receptores, ativa (fosforila) proteinas da familia Smad (Smad1/5), as quais regulam a
expressdao de multiplos genes (Figura 2.18A). Na fase denominada hemopoese primitiva, em modelos experimen-
tais, empregando zebrafish em que a Bmp4 é bloqueada (knockout), o numero de células-tronco hemopoéticas é
reduzido. Esse fenomeno também é observado em mamiferos quando a Bmp4 é bloqueada por agentes quimicos.
Esses resultados sugerem que Bmp4 é importante no surgimento, na fixagdo e na sobrevivéncia da célula-tronco
hemopoética na regido mesodérmica do embrido. O fator VegfA, produzido nos somitos (Figura 2.18A), é neces-
sario ap0s a gastrulagdo, para formar o eixo das células endoteliais. Em camundongos, a perda de Vegf induz a
danos vasculares que resultam na morte do embrido antes ou apds a diferenciagao da célula-tronco hemopoética.
A expressdao de VegfA ¢ dependente da atividade do fator transcricional Tell. Células de somitos deficientes em
Tell nao secretam VegfA e sdo deficientes na formagao da célula-tronco hemopoética. A via de Notch constitui-se
em uma importante via de sinalizagdo célula-célula, participando dos processos de comprometimento e inibi¢ao
celular. Notch 3 (produzido nos somitos) parece também ser importante, durante a gastrulagao, para o surgimen-
to da célula-tronco hemopoética a partir do endotélio hemogénico. No embrido, a via de Notch é regulada, nos
somitos, pela cascata de Wnt (Figura 2.18A).

Devemos notar que VegfA é um fator secretado e, portanto, deve se difundir até a aorta dorsal, enquanto
Notch esta muito préximo (ndo evidenciado na Figura 2.18A), sugerindo que as disposi¢des espacial e temporal

durante a embriogénense sio importantes para a ontogenia.
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Figura 2.18 — Esquema simplificado das etapas iniciais do aparecimento da célula tronco hemopoética a partir do precursor denominado
hemangioblasto. Em fun¢do de fatores de transcrigdo, a célula tronco hemopoética compromete-se com as linhagens mieloides e linfoi-
des. O esquema mostra os fatores de transcricdo que atuam nas diferentes fases da hemopoese. Em A, vé-se, em corte transversal de
embrido de zebrafish a agdo de fatores de transcrigdo nas células primitivas (endotélio hemogénico, formado por hemangioblasto) indu-
zindo a diferenciagdo do mesmo para células primitivas do vasos e células-tronco hemopoétcias. Em B, mostra-se ja o estabelecimento
das linhagens definitivas e os fatores de transcrigdo que atuam na célula tronco hemopoética induzindo a autorrenovagdo, apoptose ou
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Para a diferenciagao da célula-tronco no eixo aorta-génada-mesonefro outros fatores de transcri¢do parecem
ser importantes para o estabelecimento da chamada hemopoese definitiva (Figura 2.18B). Assim, os fatores de
transcrigdo, como Bmp4, SCL9/tal-1, Lmo2, Runx1, HoxB4 e GATA-2, atuam na populagao de hemangioblastos
induzindo a diferenciagao para a célula-tronco hemopoética, mas também sao importantes na regulacao da célu-
la-tronco hemopoética adulta. Os fatores transcricionais podem néo ser requeridos continuamente durante o
processo de autorrenovacido e/ou diferenciacao, podendo ser reprimidos em periodos alternados ou, entdo, silen-
ciados continuamente. Também podem interagir modificando mutuamente suas agoes (crosstalks), regulando a
autorrenovagdo ou comprometimento da célula-tronco nos progenitores mieloides ou linfoides na dependéncia
dos seus niveis de expressao.

Como vimos anteriormente, a migragao da célula-tronco hemopoética para a regido AGM da inicio a denomi-
nada hemopoese definitiva. A populagdo de células-tronco presentes na regiao da aorta dorsal, na AGM, no figado
fetal e na medula dssea difere em varios aspectos, como marcadores de superficies (os denominados clusters de-
terminants — CD), pluripotencialidade, estagio do ciclo celular (por exemplo, a célula-tronco presente na regiao da
aorta dorsal produz apenas eritroblastos; a célula-tronco hemopoética do figado fetal esta em maior atividade que
a presente na medula 6ssea, que permanece, em grande parte, em quiescéncia). Essas caracteristicas funcionais
dependem nao s6 do genoma celular, mas também do “ambiente bioquimico” em que a célula se encontra — o
denominado nicho da célula-tronco (veja Capitulo 5), localizagao histoanatomica e regula as fungdes da célula-
-tronco em fungdo das diferentes localizagdes da mesma durante a embriogénese e o desenvolvimento fetal, uma
diversidade de substéncias soltiveis, como fatores de crescimento e citocinas (veja Capitulo 6), que regulam a ati-
vidade génica, levando a ativagdo ou inativagao de genes que codificam fatores de transcri¢dao. Os estudos genéti-
cos em diferentes modelos (camundongos, zebrafish, Drosophila, nematoides) indicam que, em fungéo de fatores
transcricionais, a célula-tronco hemopoética ira se autorrenovar, ou diferenciar-se na populagao linfoide ou mie-
loide. Na Figura 2.18B podemos ver que os fatores Notchl, Ikaros, HoxB4 e GATA-2 controlam a autorrenovagao
da célula-tronco. Esses fatores sdo transcritos em funcido da a¢do das citocinas IL-3, IL-6, IL-11, IL-9 e Stem Cell
Factor (veja Capitulo 6).

O processo de comprometimento da célula-tronco hemopoética nas linhagens linfoide e mieloide ainda neces-
sita de esclarecimentos, embora muito ja se saiba a respeito. Os experimentos sugerem que existam subpopulagdes
entre a célula-tronco hemopoética e os progenitores mieloides e linfoides, ou seja, esse processo de diferenciacao
ndo seria realizado em uma unica etapa, e como essa hipotese ainda nao foi comprovada, nao estamos represen-
tando esse provavel intermedidrio em nossos esquemas. De uma maneira bastante simplificada e simplista, repre-
sentamos o processo de autorrenovagéo e diferenciagdo da célula-tronco hemopoética nos progenitores mieloide
e linfoide (Figura 2.18B), na qual os fatores transcricionais Pu-1, Ikaros, GATA-3, Rux-1, tal-1 e HoxB4 induzem
a diferenciagdo para o progenitor linfoide comum. O fator PU-1 é necessario para a gera¢ao do progenitor linfoi-
de. A mutagdo em PU-1 induz a redugdo de progenitores linfoides e mieloides no figado fetal e, posteriormente,
reducdo na linhagem de linfocitos B. J4 os fatores Pu-1 e GATA-1 induzem a diferenciagdo para o progenitor mie-
loide comum.

A Figura 2.19 sumariza, esquematicamente, os diversos fatores de transcri¢ao necessarios in vivo para a dife-
renciagdo das linhagens linfoides e mieloide. Contudo, devemos ressaltar que dividas permanecem acerca do
processo, ou seja, como ocorrem 0s processos especificos para cada linhagem? Como ocorre a decisao de autorre-
novagdo e/ou diferenciacao da célula-tronco hemopoética (veja Capitulo 5)? Ainda nao ha respostas definitivas
para estas questdes, mas devemos lembrar que (i) as popula¢des primitivas sdo altamente plasticas e podem, em
fungdo das condi¢des do nicho, modificar o programa de diferenciagao, dai a existéncia de diversos esquemas
para a hemopoese na literatura e que dependem das condi¢oes experimentais; (i7) os fatores de transcri¢do nédo sdo
os unicos efetores dos processos, podendo participar da diferencia¢io e do amadurecimento de mais de uma
linhagem, como os fatores GATA-1 e C/EBP; (iii) alguns dos fatores de transcrigdo podem interagir entre si e/ou
com outras proteinas, modificando a agdo. (Para saber mais sobre as bases moleculares veja Zhu &
Emerson, 2002; Drevon & Jaffredo, 2012; Orkin & Zon, 2008.)
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Célula tronco hemopoética
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Figura 2.19 — Esquema simplificado da hemopoese e dos principais fatores de transcrigdo envolvidos no processo. Segundo a teoria
unicista, as células sanguineas derivam de um precursor pluripotente denominado célula-tronco hemopoética ou hemocitoblasto de
Ferrata, que, por sua vez, se origina da célula-tronco embriondria. A célula-tronco hemopoética (CTH) da origem a duas populagées celu-
lares de precursores multipotentes denominadas progenitor mieloide comprometido, ou unidade formadora de colonias granulociticas,
eritroides, megacariociticas e monociticas (CFU-GEMM - colony formating units of granulocytic, erythrocytic, megakaryocytic and mono-
cytic series), e progenitor linfoide comprometido. As CFU-GEMM originam os precursores megaeritrociticos, ou unidades formadoras de
colonias MegkE (CFU-MegE — unity colony formating of megakaryocytic and erythrocytic series), e os precursores granulo-monociticos, ou
unidades formadoras de colonias granulo-monociticas (CFU-GM — unity colony formating of granulocytic and monocytic series). Por sua
vez, os progenitores CFU-MegkE se diferenciardo em células progenitoras das linhagens megacariociticas (CFU-Meg — unity colony forma-
ting of megakaryocytic series) e em progenitores BFU (unidades iniciadoras de eritrocitos — unit forming burst erythrocytic series), que
amadurecerdo originando, respectivamente, plaquetas e eritrocitos. A populagdo CFU-GM originara os progenitores granulociticos (uni-
dade formadora de granuldcitos; CFU-G — unity colony formating of granulocytic series) e os progenitores monociticos (unidade formado-
ra monomacrofagicas; CFU-M — unity colony formating of monocytic series), que, por sua vez, originardo, respectivamente, os mondcitos
e macrofagos e as células dendriticas. Assume-se, atualmente, que a populagdo de células mastocitdrias deriva diretamente do progenitor
CFU-GEMM. Por outro lado, a populagao linfoide comprometida originara os progenitores dos linfocitos B e os progenitores dos linfocitos
T/NK, que, ao migrarem para o timo, irdo diferenciar-se nas diferentes populag¢&es de células T e da linhagem NK. Os fatores de transcrigdo
estdo mencionados em ordem que ndo é necessariamente a ordem em que atuam.
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CAPITULO 3
HISTOFISIOLOGIA DA MEDULA OSSEA

José Guilherme Xavier e Primavera Borelli

LISTA DE ABREVIATURAS
BFU-E: Unidades (primitivas) formadoras de células eritroides (Burst-Forming Unit-Erythroid)
CAR: Células adventicias reticulares. (Cells adventitial reticular)

CFU-GEMM: Unidade formadora de células granulociticas-eritroides-macrofdgicas-megacariociticas. (Colony
forming unit-Granulocyte-Erythroid-Makrophage-Megakaryocyte)

FCH: Fatores de crescimento hemopoéticos

FGF: Fator de crescimento de fibroblasto. (Fibroblast growth factor)

IGF1: Fator de crescimento similar a insulina. (Insulin(simile) growth factor-1)
BMP: Proteinas morfogenéticas do osso. (Bone morphogenetic proteins)

GM-CSF: Fator de crescimento de células granulo-macrofagicas. (Granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor)

IL-1: Interleucina 1

MEC: Matriz extracelular

PPARYy: Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; ¢/EBPS. (Enhancer binding proteins)
TGEFp: Fator de crescimento de tranformador beta. (Transforming growth factor beta)

TNE : Fator de necrose tumoral alfa. (Tumor Necrosis Factor Alfa)

VLA4: Antigeno de aparecimento tardio 4 ou integrina a,, ou CD49d/CD2. (Very late antigen 4, or « 3 -integrin
or CD49d/CD2)

VLAS5: Antigeno de ativagdo de aparecimento ou integrina a,f3,. (Very late activation antigen 5 or «f3, integrin)
3.1 PARENQUIMA MEDULAR

3.1.1 MICROARQUITETURA MEDULAR

A medula dssea é encontrada no canal medular (Figuras 3.1 e 3.2) de ossos longos, até cerca dos 18 anos de
idade, e nas cavidades de ossos esponjosos (0ossos chatos) a partir dessa idade.
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Esquema da estrutura do osso cortical e esponjoso
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Figura 3.1 — Esquema da estrutura do osso cortical, destacando a regido cortical, as trabéculas 6sseas e a cavidade medular (A). Esquema
da estrutura do osso esponjoso (B). Fonte: http://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-50306987707001132-gr1.jpg.

Figura 3.2 — Fotomicrografia de corte longitudinal de fémur de camundongo, em microscopia eletrénica de varredura (x70). Observa-se o
canal medular preenchido com a medula éssea (MO), a regido cortical do osso (seta verde), a regido subendosteal (seta vermelha) e a
trabécula 6ssea (seta amarela). Fotomicrografia: Profa. Dra. Primavera Borelli, Laboratério de Hematologia Clinica e Experimental, Facul-
dade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo.

A primeira vista, a medula 6ssea apresenta-se histologicamente como um tecido altamente celular pobre em
estroma, de aspecto aparentemente anarquico, destacando-se traves Osseas, células sanguineas em diferentes es-
tagios de maturagao e estruturas vasculares e nervosas. A superficie interna do cértex e a superficie externa das
trabéculas dsseas sdo revestidas pelo enddsteo (Figuras 3.1, 3.2 e 3.3), constituido por uma camada simples de
células pavimentosas ou poliédricas associadas a um delicado estroma reticular (Figuras 3.3 e 3.4). Procedendo-
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-se, porém, a uma observagdo mais detalhada, pode-se identificar a presenga de agregados de células com
caracteristicas morfologicas comuns em areas especificas da medula, destacando-se o acimulo de ninhos hemo-
poéticos distantes das traves Osseas e estruturas vasculares de paredes delgadas — os seios venosos medulares
(Figuras 3.4 e 3.5). (Para descri¢ao mais detalhada da estrutura histologica da medula 6ssea, ver https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed/17067943).

Figura 3.3 — Fotomicrografia de corte histolégico de medula éssea de camundongo, adulto, normal, coloragdo por hematoxilina-
eosina, aumento de 4x. Medula éssea vermelha. Em relagdo a medula dssea humana, a de camundongos apresenta-se hipercelular, com
frequentes megacaridcitos (M). Nessa imagem ndo se observam adipdcitos. T: trabécula dssea; S: sinusoide. A seta indica a regido suben-
dosteal, destacando um osteoblasto. Fotomicrografia: Profa. Dra. Primavera Borelli, Laboratério de Hematologia Clinica e Experimental,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo.

A circulagdo da medula 6ssea é composta por artérias aferentes, veias aferentes e eferentes e sinusoides. O
sangue vindo da circulagdo adentra o osso via artéria nutriente a qual penetra na medula 6ssea e desemboca nos
capilares endosteais. Estes sinusoides se ramificam no interior da cavidade medular para posteriormente forma-
rem o sinusoide coletor que desemboca no sinusoide central o qual por sua vez, que desemboca na veia central. O
tecido hemopoético localiza-se entre os sinusoides e tanto as células sanguineas ai produzidas como substancias
solaveis sao levadas para o sistema circulatdrio periférico via sinusoides (Figuras 3.4, 3.5, 3.6)
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Figura 3.4 — Esquema representativo da circulagdo na medula déssea. O sangue vindo da circulagdo adentra o osso via artéria nutriente a qual pene-
tra na medula 6ssea e desemboca nos capilares endosteais. Estes sinusoides se ramificam no interior da cavidade medular para depois formarem o
sinusoide coletor que desemboca no sinusoide central que desemboca na veia central. O tecido hemopoético entre os sinusoides e tanto as células
sanguineas ai produzidas como substancias solUveis sdo levadas para o sistema circulatério periférico via sinusoides.
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Figura 3.5 — Fotomicrografia de corte histologico de fémur de camundongo exibindo uma medula éssea ricamente celular. Pode-se observar
uma veia central (CV), uma artéria nutriente (ponta de seta amarela), seios venosos (setas pretas). A seta vermelha indica um megacaridcito
na regido perisinusoidal (modificado de https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17067943)



Fundamentos de hematologia: Teoria & prdtica 47

Figura 3.6 — Fotomicrografia de corte longitudinal de fémur de camundongo observado em microscopia eletronica de varredura. Obser-
va-se a celularidade da medula dssea (tecido mieloide) com diferentes tipos celulares em intima associacdo célula-célula, e na regido
central, um sinusoide (S) (MEV x2.000). Fotomicrografia: Profa. Dra. Primavera Borelli, Laboratério de Hematologia Clinica e Experimental,
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sdo Paulo.

Em 1978, Schofield propos, com base em estudos in vitro e in vivo, a existéncia de nichos de células-tronco
(para saber mais, veja https://www.stembook.org/node/518) organizados como um compartimento funcional do
estroma medular, que oferece condigdes de autorrenovagido a célula-tronco, denominado microambiente
hemopoético (ver detalhes a seguir e no Capitulo 5), envolvendo células estromais (células reticulares, macréfa-
gos, células endoteliais, adipdcitos), células acessorias (linfocitos T e mondcitos), matriz extracelular (MEC) e
substancias soltveis, como citocinas e fatores de crescimento.

Dentro desse enfoque podemos identificar diferentes regides medulares, vinculadas a expansao e a maturagdo
de populagdes celulares especificas. Assim, os elementos hemopoéticos distribuem-se de maneira ordenada den-
tro da cavidade medular - os precursores localizam-se geralmente nas adjacéncias do enddsteo enquanto os
elementos mais maduros projetam-se em dire¢ao ao interior da cavidade medular. Linhagens distintas tendem
a arranjar-se em padroes especificos em relagao aos seios venosos, sendo os produtos celulares liberados em seu
interior objetivando o ingresso na corrente sanguinea como, por exemplo, a localizagdo de células megacariociti-
cas em regides perissinusoidais (Figura 3.3).

3.1.2 ESTROMA MEDULAR

O compartimento hemopoético medular esta contido dentro de corddes irregulares de tecido interposto,
formando uma estrutura denominada estroma medular (Figura 3.7): uma composi¢do particular de células
reticulares estromais (células adventicias, fibroblastos), macréfagos, adipdcitos e sua matriz extracelular (MEC)
associada.
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Figura 3.7 — Esquema representativo dos diferentes componentes do tecido mieloide presente na medula dssea e que compsGe o estroma
medular. Ver detalhes no texto.

Deve-se destacar que a MEC contribui ndo sé para o suporte mecanico da populagio de células hemopoéticas
como também para o favorecimento de interagdes indutivas e o fornecimento de fatores de crescimento, capazes de
influenciar a autorrenovagao, a proliferagdo e a diferenciacdo de células-mae e progenitores hemopoéticos, consis-
tentes com o conceito de nicho hemopoético (Figura 3.8) (para mais detalhes ver o Capitulo 5 e https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/pubmed/19944675; https://www.exphem.org/article/S0301-472X(13)00560-2/fulltext; http://www.eu-
rekaselect.com/97215/article).
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Figura 3.8 — Esquema representativo do microambiente medular, evidenciando as interagdes células-células e células-matriz extracelular.
Em fungdo dessas interagdes, as células-tronco podem se autorrenovar ou se diferenciar nos progenitores mieloides ou linfoides (veja
texto e Capitulo 5). Esquema de glicoproteinas da MEC (1); interagdo entre receptores de fibroblastos e proteinas da MEC (2); interagao

entre receptores de fibroblasto e a célula-tronco (3)

3.1.2.1 Células estromais

As células estromais derivam de uma célula-tronco mesenquimal ou célula estromal mesenquimal multipo-
tente (ver Capitulo 5), também localizada na medula dssea, capaz de originar, sob diferentes estimulos, células dos
tecidos dsseo, cartilaginoso, adiposo e muscular além de células reticulares (Figura 3.9).



50 Histofisiologia da medula dssea

Midcito

Fibroblastos

@3 Célula
endotelial

Condroécitos

3 — =

I
Célula tronco mesenquimal

Runx2
Glicocorticéide  pPARY / 05X FGF. IGF1, BMP, etc.
insulina, etc. c/EBPS

® @
(O =

Adipécito Osteoblasto

Figura 3.9 — Esquema representativo da origem das células estromais ndo hemopoéticas derivadas da célula-tronco mesenquimal. Em
fungdo de fatores de crescimento, citocinas e hormdnios, os fatores de transcrigdo da célula-tronco mesenquimal podem ser ativados ou
inativados, originando as linhagens de osteoblastos e adipdcitos. FGF: Fibroblast growth factor; |GF1: Insulin(simile) growth factor-1;
BMP: Bone morphogenetic proteins, PPARy: Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; ¢/EBPS: enhancer binding proteins.

As células reticulares, de natureza fibroblastica, sdo o principal componente do estroma medular, havendo
dois tipos distintos: as células reticulares adventicias (CAR, Cells Adventitial Reticular) e as fibroblasticas (ou fi-
broblastos-like). As primeiras, situadas ao redor dos seios venosos, formam uma camada que recobre a superficie
abluminal vascular e estdo envolvidas na regulagao da migragao de células sanguineas maduras para a circula-
¢ao; as ultimas integram o interior dos corddes hemopoéticos, emitindo extensoes citoplasmaticas que
envolvem as células hemopoéticas em maturagdo, em especial granuldcitos, evento que sugere uma relagao
funcional entre elas. As células fibroblasticas produzem substancias soltiveis como citocinas (TNF,_ e IL-1, por
exemplo) e fatores de crescimento (TGFj, FGF, GM-CSF etc.), além de glicoproteinas da MEC, como colégeno,
laminina e fibronectina.

Os macréfagos, de origem hemopoética, constituem o segundo elemento celular estromal em
importancia, situando-se em trés regides medulares: as ilhas eritroblasticas (ver Capitulo 8), caracterizando
os macrofagos centrais e funcionando como elementos importantes na maturagao eritroblastica (Figura 3.10); os
macrdfagos perissinusoidais, povoando a superficie abluminal do endotélio sinusal e emitindo prolongamentos
citoplasmaticos que se projetam para a luz vascular englobando células senescentes ou defeituosas; e macréfagos
dispersos entre as células hemopoéticas.
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Figura 3.10 — Fotomicrografia de corte histoldgico de medula 6ssea evidenciando a ilha eritroide. A seta indica macréfago rodeado de
eritroblastos. Fonte: http://3.bp.blogspot.com/-ALr-eE300Q/UazWTbtCvtl/AAAAAAAABIwW/I7DgXMRRDW!I/s1600/2.jpg.

Compdem ainda o quadro estromal medular as células endoteliais e os adipécitos. Os adipocitos medulares
apresentam uma constitui¢ao de acidos graxos semelhante a de outros depositos de gordura corporeos. Essas cé-
lulas originam-se de células adventicias da parede sinusoidal, as células reticulares adventicias, enquanto o adip6-
cito extramedular origina-se de uma célula semelhante ao fibroblasto. Funcionalmente, os adipdcitos medulares
podem ser compreendidos como células preenchedoras de espagos, como fornecedoras de suporte metabdlico
para a atividade hemopoética e, principalmente, como reguladoras da intensidade da hemopoese (para saber
mais, ver Tavassoli, 1977). Em um animal normonutrido, atuam na sintese de acidos graxos e glicerol e na esteri-
ficacao de acidos graxos livres provenientes do figado e dos intestinos. Durante o jejum, atuam na hidrélise de
triglicérides estocados, liberando acidos graxos e glicerol e produzindo energia. Diferentes sitios de adipécitos
respondem distintamente ao estimulo lipolitico, existindo dreas onde a atividade do tecido é mais estrutural
(tecido lipidico marrom) do que metabodlica (tecido lipidico branco). Atualmente, sabe-se que os
adipdcitos, além de sua fun¢do metabolica, exercem fungao regulatoria, produzindo horménios como adiponec-
tina e leptina, citocinas, como TNF , e fatores de crescimento, como GM-CSF.

3.1.3 MATRIZ EXTRACELULAR (MEC)

A MEC apresenta-se como uma complexa rede de macromoléculas (Figura 3.11) que, além de preencherem os
espacos extracelulares, exercem papel regulatorio. Ela é constituida por proteinas e polissacarideos que sdo se-
cretados localmente, principalmente pelos fibroblastos, sendo distribuidas na forma de uma rede organizada, em
intima associa¢do com a superficie das células que as produziram. A matriz extracelular, em fung¢iao de sua
composi¢io e organizagio, ¢ capaz de determinar a forma, a orienta¢io, a diferencia¢io e o comportamento
metabdlico das células do tecido.

Os principais elementos da MEC da medula dssea sao glicosaminoglicanos (acido hialurénico, heparan
sulfato e condroitin sulfato), glicoproteinas, como colageno, e proteinas multiadesivas ndo colagénicas, como
fibronectina, tenascina, laminina, vitronectina.

Ha cerca de trinta anos a matriz extracelular era considerada um suporte inerte destinado a estabilizar a estru-
tura fisica dos tecidos. Hoje ja se sabe que a MEC exerce fungdes importantes no controle da hemopoese, como
permitir a fixacdo de células precursoras ao estroma medular, propiciando o contato intimo entre essas células e
os fatores de crescimento hemopoético (FCH) secretados pelas células estromais. Esse controle depende da
interagdo entre as células mediada por moléculas de adesdo e citocinas. A atividade de diversos fatores de cresci-
mento depende da ligagdo destes aos glicoconjugados da membrana celular ou da matriz extracelular.
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Figura 3.11 — Representag¢do da matriz extracelular (MEC), que se constitui em uma complexa rede de macromoléculas cujas moléculas
se ligam especificamente. A figura evidencia as interagGes entre as diferentes proteinas e os glicosaminoglicanos. Para mais detalhes veja
o texto.

Colageno: Os colagenos fazem parte de uma grande familia de proteinas cuja caracteristica principal é sua estru-
tura longa, rigida e que se organiza em fita tripla helicoidal. Existem 19 tipos diferentes de colagenos nos organismos
vertebrados, predominando na medula dssea de seres humanos os tipos I, III e IV. A sintese dessas moléculas ¢é re-
alizada principalmente por fibroblastos e células endoteliais do estroma medular. O colageno tipo I localiza-se,
principalmente, na regido do enddsteo (Figura 3.12), enquanto o coldgeno tipo III concentra-se no peridsteo, e o
colageno tipo IV restringe-se aos vasos da medula 6ssea.

Figura 3.12 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos de fémures de camundongos evidenciando regides (t) trabecular marcadas por
imuno-histoquimica para colageno tipo | (corado em castanho). (A) Controle negativo da reagdo; (B) reagdo positiva para colageno I.
Aumento de 20x. Imagens obtidas em microscépio Nikon modelo Eclipse 80i, gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maristela Tsujita, La-
boratério de Hematologia Clinica e Experimental, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo.
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Fibronectina: A fibronectina é uma glicoproteina adesiva que pode ser sintetizada pelas células estromais da
medula 6ssea. Esta molécula estd presente na forma soltivel no plasma e na forma insoluvel na MEC (Figura 3.13).
As células precursoras hemopoéticas expressam receptores para a fibronectina VLA4 (very late antigen 4, ou
a B, -integrina, ou CD49d/CD2) e VLAS (very late activation antigen 5 ou integrina a,f,), determinando sua anco-
ragem a matriz. Durante o desenvolvimento eritroide a expressdo de receptores para fibronectina ¢ perdida na
fase de exonucleacio dos eritroblastos, resultando em perda da adeséo celular ao estroma e liberacdo dos eritroci-
tos para a circulagao.

T e

Figura 3.13 — Fotomicrografias de cortes histoldgicos de fémures de camundongos evidenciando as regides subendosteal (seta amarela)
e mais central da medula 6ssea (seta azul) marcada por imuno-histoquimica para fibronectina (corado em castanho). (A) Controle nega-
tivo da reagdo; (B) reagdo positiva para fibronectina. Aumento de 100x. Imagens obtidas em microscopio Nikon, modelo Eclipse 80i,
gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria Emilia Favero, Laboratério de Hematologia Clinica e Experimental, Faculdade de Ciéncias Far-
macéuticas, Universidade de Sao Paulo.

Laminina: A laminina também ¢ uma glicoproteina adesiva importante no estroma medular. As diversas
atividades bioldgicas descritas para a laminina incluem interagdes com colageno tipo IV, elastina, heparan sul-
fato; ligagao com outras glicoproteinas da MEC e regulacao de desenvolvimento celular e diferenciagdo. A depo-
sicdo de laminina é intensa nos sinusoides, vasos e arteriolas e fraca na medula central e no endoésteo.

Trombospondina: A trombospondina é uma glicoproteina multifuncional. Essa molécula ¢é sintetizada e
secretada por uma variedade de células incluindo plaquetas, células do misculo liso e célula endotelial. Esta
envolvida na adesdo celular e na ligagdo a outros componentes da matriz, como glicosaminoglicanos. Células
progenitoras pluripotentes (CFU-GEMM) e progenitoras comprometidas (CFU-GM, BFU-E) aderem a trom-
bospondina. Durante a diferenciagdo e maturagao, os granuldcitos apresentam redugao na adesio a ela, o mesmo
acontecendo com os eritroblastos, o que possibilita, quando estas células amadurecem, a perda da fixagdo a MEC
e a sua migragdo para o sangue periférico.

Proteoglicanos e glicosaminoglicanos: Os proteoglicanos sao macromoléculas complexas presentes na MEC
dos tecidos, nas membranas basais e nas membranas que revestem a superficie das células. Sdo constituidos por
um eixo proteico que se liga covalentemente a mais de 100 glicosaminoglicanos. Estes, por sua vez, sao carboidra-
tos ndo ramificados, formados por repetidas unidades de dissacarideos. Os quatro principais grupos de glicosa-
minoglicanos sao acido hialurénico, condroitin sulfato, heparan sulfato e queratan sulfato, que diferem em
relacdo aos residuos de agucar, tipo de ligagdo entre seus residuos e pelo nimero e localizagao de seus grupos
sulfato (Figura 3.14).
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Figura 3.14 — Representacdo de uma molécula de glicosaminoglicano formada por uma molécula central de proteina, a qual se ligam gli-
cosaminoglicanos. Fonte: http://www.creces.cl/images/articulos/2q13b2-3.jpg.

Com excegdo do acido hialurénico, todos os demais glicosaminoglicanos sdo encontrados em associagdo com
proteinas, formando os proteoglicanos. Aproximadamente 79% do contetudo de glicosaminoglicanos da medula
Ossea é de condroitin sulfato, localizado exclusivamente na MEC, 6% de 4cido hialurdénico e 5% de heparan sulfa-
to. Trabalhos experimentais demonstraram que os glicosaminoglicanos participam, na medula 6ssea, da com-
partimentalizacdo das citocinas e de fatores de crescimento produzidos localmente pelas células do estroma ou
vindos da circulagao, e na sua apresentagdo sob forma biologicamente ativa para as células progenitoras hemopo-
éticas (para mais detalhes ver http://jcs.biologists.org/content/104/2/477long; http://www.scielo.br/scielo.php?pi-
d=S1516-84842000000300007&script=sci_arttext).

O acido hialurdnico é produzido pelas células estromais da medula 6ssea e seu papel parece ser o de fixar fa-
tores de crescimento hemopoéticos produzidos localmente, como o GM-CSF, induzindo a atividade proliferativa
e maturativa local.

Como ja mencionado, as proteinas da MEC estdo dispostas principalmente em territério endosteal, como a
tibronectina, os colagenos tipo I e IV, sendo escassa a presenga desses elementos nas regides centrais da medula
Ossea, excetuando-se paredes vasculares, onde é frequente a identificacao de coldgeno tipo IV e laminina. Esse
tipo de distribui¢ao dos componentes da MEC suscitou a hipétese da existéncia dos nichos hemopoéticos, em
especial nas cercanias do enddsteo, onde uma associa¢do entre componentes microambientais e células pluripo-
tentes viabilizaria a atividade hemopoética (ver Capitulo 5). Dentro desse contexto, a deposi¢do de fibronectina
seria a responsavel pela criagao de uma delicada compartimentaliza¢ao medular, fato que otimizaria a diferencia-
¢ao de linhagens hemopoéticas (Figura 3.15).
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Figura 3.15 — Representagdo esquematica das interagGes entre proteinas e proteoglicanos da matriz extracelular e os receptores (integri-
nas) presentes nas células hemopoéticas. Essas interagdes regulam os processos de proliferagdo, diferenciagdo, maturagdo e migragdo das
células hemopoéticas. Para mais detalhes veja o texto. Fonte: http://2.bp.blogspot.com/_P1w05EdHKio/SwoMkdOOwWI/AAAAAAAA-
ABO/mV7cUGxPSI/s1600/organizaci%7Bon%2Bmacromolecular%2Bde%2Bla%2Bmatriz.jpg.

As alteragdes do estroma podem ser observadas pela colora¢ao com o método de Grocott para fibras de reti-
culina (Figura 3.16). Em condi¢des normais, observamos fibras delicadas e esparsas ao redor de alguns vasos e
traves Osseas. Em diversas circunstincias patolc’)gicas, a maioria de natureza neoplésica, teremos aumento na
quantidade e da espessura dessas fibras que podem ser observadas em todos os espagos medulares. Diversos mé-
todos de quantificagdo subjetiva sao adotados, sendo a graduagao realizada por meio de escores, ou simplesmente
pela quantificagdo em discreto, moderado e intenso aumento. O aumento das fibras de reticulina pode ser obser-
vado em dreas de infiltragdes neoplasicas, em doengas linfoproliferativas, em doengas granulomatosas e doengas
mieloproliferativas agudas e cronicas, dentre outras. Em doencas hematopoéticas os aumentos mais intensos sao
observados na mielofibrose primaria e na trombocitemia essencial. Aumentos discretos em areas nao habituais
sao uteis para detectar possiveis infiltragdes minimas de neoplasias diversas, incluindo infiltracdes pelos linfomas
de Hodgkin e ndao Hodgkin.

Figura 3.16 — Detalhe da polpa vermelha esplénica evidenciando a organizag¢do da trama reticular, identificando-se as fibras reticulares
dispostas em arco em paredes vasculares (seta) e os espagos sinusais (S). Bago canino, reticulina, 100x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José
Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, UNIP.
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3.1.4 MICROAMBIENTE OU NICHO

As células hemopoéticas estdo especifica e intimamente associadas as células do estroma medular e as
substancias sintetizadas por essas células, formando estruturas histoanatdémicas especificas, definidas por
Schofield (1978) como nichos ou microambientes hemopoeticos (para mais detalhes ver https://www.nature.
com/articles/nature12984).

Topograficamente, a composigdo da MEC ¢ distinta e associada ao desenvolvimento das diferentes linhagens
sanguineas, o que sugere a existéncia de interagdes especificas entre as células e determinados elementos estro-
mais, ou seja, interagdes célula hemopoética-célula estromal, célula hemopoética-MEC, célula estromal-MEC
e interagdes de MEC-MEC (Figura 3.17), sendo que tais interacdes sao mediadas por receptores e ligantes especi-
ficos denominados moléculas de adesao (ver Capitulo 7). Simplificadamente, cada linhagem celular localiza-se
em regides especificas no tecido mieloide, inclusive as células-tronco hemopoéticas.

O microambiente apresenta-se como uma estrutura compartimentalizada e dindmica que, além de fornecer
o parénquima de sustentagao para as células hemopoéticas, permite um “ambiente bioquimico” fundamental
para a proliferaciao, a diferenciacio e a maturacao dessas células. Assim, supde-se a existéncia de fatores
regulatorios que formariam microambientes indutivos. O termo microambiente indutivo ¢ aplicado, mais
especificamente, aos fatores que atuam em associagdo com o estroma. Acredita-se que o microambiente
indutivo possa controlar a hemopoese pela produgédo e secrecdo local de citocinas pelas células estromais, pela
colocalizagao de citocinas e/ou outras substancias soltveis ou, ainda, por estimulo direto pelo contato celular. As
interagdes celulares sao mediadas por diferentes grupos de moléculas de adesdo, as quais influenciam processos
diversos como o crescimento e a diferencia¢éo celular, a formagao de jungdes e a polaridade celular (Figura 3.17)
(para mais detalhes ver http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2199285; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pub-
med/1706206).

Interacao célula-célula
Interacao célula-MEC

Moléculas da
matriz extracelular

Célula hemopoética

Célula estromal

Sitio de adesao

Principais componentes regulatérios do sistema

Heterogeneidade das células estromais
Tipos de fatores de crescimentos produzidos
Moléculas de adesio

Moléculas da matriz extracelular

Figura 3.17 — Representacdo das interagoes célula-célula, célula-matriz extracelular e interagdo com fatores de crescimento.

As interagdes célula-célula e célula-MEC sao mediadas por diferentes grupos de receptores presentes na super-
ticie celular denominados moléculas de adesao.
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As interagoes diretas célula-célula podem ocorrer via moléculas de adesdo celular ou via gap junctions. Tais
interagdes podem regular o comportamento celular, via sinaliza¢ao, mediada pelos receptores celulares ou modu-
lando a resposta celular desencadeada por fatores de crescimento

3.2 DEPOSITOS DE FERRO

O ferro esta presente na medula dssea sob a forma de ferritina e hemossiderina, que aparecem como granulos
delicados em citoplasma de macréfagos, células endoteliais e no intersticio. Em preparagdes coradas pela hemato-
xilina-eosina aparecem como pigmentos acastanhados, mas sao mais bem visualizados em preparagoes coradas
por método de Perls como granulos azuis (Figura 3.18), sendo mais frequentes no intersticio. Varios métodos para
quantificagao ou avaliacdo dos depdsitos de hemossiderina podem ser utilizados em aspirados ou cortes histold-
gicos. O método mais simples adota zero para auséncia de hemossiderina, normal para pequenos e esparsos gra-
nulos em células reticulares; 1+ para numerosos pequenos granulos em células reticulares e no intersticio; 2+ para
grandes granulos intersticiais com tendéncia a agregacdo; 3+ para granulos maiores formando aglomerados
intersticiais; e 4+ para aglomerados grandes e densos intersticiais. Quando da utilizagao de cortes histologicos
deve-se lembrar que a descalcificagdo retira parte desses depdsitos.

Figura 3.18 — Fotomicrografia de corte histoldgico de bago de camundongo corado pelo azul-da-Prussia (Reagdo de Perls). Aimagem (x40)
detalha a polpa vermelha do bago, evidenciando intenso depdsito de ferro identificado pela coloragdo azul (seta vermelha). No caso
especifico, este animal apresentava aumento nos depdsitos de ferro em fungdo de eritropoese ineficaz. Fotomicrografia: Prof. Dr. José
Guilherme Xavier, Laboratdrio de Patologia da Universidade Paulista (Unip).

3.3 CELULARIDADE MEDULAR

O termo celularidade medular em geral refere-se a propor¢ao da cavidade medular ocupada por células hemo-
poéticas, expressa em porcentagem, excluindo-se as células adiposas e o tecido ésseo. E um indicador objetivo da
atividade hemopoética como um todo, podendo ser avaliada subjetivamente ou por métodos histomorfométricos.
Estes utilizam objetivas graticuladas ou sistemas de analise de imagens computadorizados com adequada corre-
lagao dos resultados. O método subjetivo por avaliagdo visual, muito utilizado em medicina diagndstica, mostrou
boa correlagdo com os métodos histomorfométricos. A avaliacdo da celularidade medular em aspirados e bidpsias
de um mesmo local e individuo pode apresentar alguma variagao, pois, usualmente, o tecido apresenta certo grau
de retracdo em consequéncia do processo de descalcificagao e parafinizagdo. Enquanto no neonato a celularidade
medular aproxima-se de 100%, em individuos adultos ela apresenta grande variagdo, admitindo-se em geral valo-
res aceitaveis entre 30 e 70%. Acima dos 80 anos de idade a celularidade tende a cair, atingindo niveis préoximos
a0s 20%. Em individuos adultos celularidade medular abaixo de 30% ou acima de 70% podem indicar hipoplasia
e hiperplasia, respectivamente. Outro aspecto que deve ser observado ¢ a distribui¢ao regular do tecido hemopo-
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ético em medulas dsseas normais. A irregularidade em sua distribuicdo na amostra pode sinalizar doen¢a mielo-
displasica ou regeneracao da medula, devendo-se, nessas circunstincias, proceder-se a avaliagdo em conjunto
com os dados clinicos e laboratoriais. Devido a ampla distribui¢ao da medula 6ssea pode haver uma variagao da
celularidade em amostras de locais diferentes no mesmo individuo. Além disso, em avaliagdes subjetivas pode
haver uma variaciao de 10% para menos em relacdo aos métodos histomorfométricos e de 10% para mais ou menos
entre diferentes observadores. Estes fatos, bem como o peso do d6rgao, que sé tem equivalente no figado, tornam a
avaliacdo da celularidade passivel de erro se a amostra de medula 6ssea néo tiver ao menos cinco regides ou espa-
¢os intertrabeculares. A amostra ideal da biopsia deve medir no minimo de 20 a 30 mm de comprimento e estar
livre de artefatos. Os artefatos mais comuns siao esmagamento do tecido, fraturas das traves 6sseas e hemorragia,
que advém da coleta da amostra. O tecido hemopoético mostra distribuigdo regular em medulas 6sseas normais.
Todas estas consideragdes permitem poucas generalizagdes sobre a celularidade medular.
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CAPITULO 4
HISTOFISIOLOGIA ESPLENICA

José Guilherme Xavier

LISTA DE ABREVIATURAS

PALS: Bainha linfocitaria periarteriolar. (Periarteriolar Lymphoid Sheath)
interdigitantes (IDCs)

MHC-II+: Antigenos maior de histocompatibilidade IT (Major Major Histocompatibility)
CAP: Capsula esplénica

TNE: Fator de necrose tumora (Tumor necrosis factor)

IDC: Célula interdigitante

DAB: Diaminobenzidina

FDCs: Células foliculares dendriticas

SIRPa: Proteina alfa reguladora de sinal

4.1 ASPECTOS DA HISTOFISIOLOGIA ESPLENICA

O bago exibe algumas caracteristicas que o tornam unico dentro do organismo como um todo, pois apresen-
ta-se como uma estrutura hibrida, relacionando-se aos sistemas linfo-hemopoético e circulatério. Como um
o6rgao linfoide secundario, grupo do qual fazem parte também os linfonodos e os tecidos linfoides associados as
mucosas, compartilha a capacidade de construir localmente uma resposta imunitaria, apresentando, para
tanto, uma populacao linfoide representativa, de componentes da imunidade inata e adaptativa, dispostos
estrategicamente ao longo de sua extensdo. No que tange ao sistema circulatdrio, ocupa uma posi¢ao central na
circulagao esplancnica, funcionando como uma espécie de filtro, comprometido com a retirada de eritrocitos
senescentes e com a reciclagem de ferro, exibindo em paralelo uma funcao especifica na defesa imune contra an-
tigenos carreados por via hematogena. A complexidade estrutural aliada a diversidade filogénica contribuiram
para o relativo desconhecimento da histofisiologia do tecido até os dias de hoje. Em sequéncia, abordaremos a
evolugdo histérica da compreensdo do bago e suas principais caracteristicas histofisioldgicas, com especial refe-
réncia a sua participagdo na biologia hemopoética.

4.2 0 BACO, ORGAO ENIGMATICO

Em 1706, sir Richard Blackmore publicou uma disserta¢io critica acerca da natureza e cura da célica e da me-
lancolia, questionando, entre outras coisas, a utilidade do bago. Na verdade, essa discussao ja atravessara séculos.
O préprio termo “spleen” linguisticamente relaciona-se a melancolia em francés. Erisistrato médico alexandrino,
fundador da anatomia, atraido pela simetria, sugerira que o bago contrabalangava, fisicamente, o figado. Essa
seria uma explica¢ao para a sua existéncia, ja que, ao contrario de outras visceras, como os rins, o estomago, o
tigado, o coragdo e os pulmoes, visceras historicamente relacionadas a descarga de urina, quimo, bile, sangue e ar,
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respectivamente, 0 baqo parecia nao ter nenhuma comunicag¢ao com outras estruturas, constituindo-se em um
6rgao cego. Até mesmo o cérebro era compreendido, pois drenava pelo nariz. Tal perplexidade perdurou até os
estudos de Galeno, que identificou uma pequena comunicagao gastrolienal, relacionando o bago ao aparelho di-
gestivo, visdo que perdurou por mais de 1400 anos. Essa evidéncia so foi refutada por Vesalius, que demonstrou a
inexisténcia de tal comunicagao, reconduzindo o bago a condigdo de 6rgao enigmatico. Apenas no século XVI o
estudo de anatomia esplénica apresentou novidades, gragas a Malpighi, que descreveu a presenca da polpa verme-
lha e da polpa branca, esta ultima caracterizada pelos foliculos, que lhe pareciam acinos de glandulas enddcrinas.
Porém, na auséncia de ductos excretores, tais estruturas foram tidas como secretodrias paraa circulacio sanguinea.
Ja no século XIX, Billroth dividiu a polpa vermelha em seios venosos e corddes linfocitarios, sendo posteriormen-
te caracterizada sua atividade de reservatorio sanguineo por um cirurgido estadunidense, Benjamin Rush. Ha 140
anos, von Koliker, autor do primeiro livro de Histologia, caracterizou a hemocaterese esplénica, considerando-a,
apesar da forte oposicdo de cientistas, dentre eles Rudolph Virchow, como um evento fisiolégico. A ultima das
fungoes centrais esplénicas a ser identificada foi a imunitaria. Em 1975, Veerman & van Ewijk realizaram uma
descri¢ao detalhada da polpa branca do bago de ratos, dividindo-a em trés compartimentos: a bainha linfocitaria
periarteriolar (PALS), intimamente associada a ramificacdes da artéria esplénica, os foliculos linfoides, localiza-
dos na periferia da PALS, e a zona marginal, circundando ambas as estruturas.

4.3 FILOGENESE ESPLENICA

Em termos filogenéticos, o bago ¢ uma estrutura exclusiva de vertebrados, sendo o primeiro tecido analogo a
uma condensac¢io linfomieloide encontrada no intestino de vertebrados primitivos, os cicléstomos, como a lam-
preia. Também nesses animais surgem as primeiras formas de eritrocitos, sugerindo, desde ha muito, uma relagao
entre esses elementos. A primeira apari¢ao do bago como drgio isolado ocorre em peixes dsseos. Estruturalmente
o compartimento esplénico primordial é a polpa vermelha, presente desde os peixes. A coloniza¢ao linfoide
esplénica é um evento posterior, estabelecendo-se inicialmente no entorno arterial, seguindo-se evolutivamente a
organizagdo de foliculos linfoides, bainha linfocitaria periarteriolar e centros germinativos. Os mecanismos mo-
leculares envolvidos nessa organizagdo ainda sdo desconhecidos. Apesar das diferengas no sistema imune entre os
vertebrados, a organizagdo histologica esplénica e sua participagdo na filtragdo sanguinea mantiveram-se preser-
vadas, desde peixes, passando por anfibios, répteis, aves e mamiferos. Nesse sentido, o bago pode ser percebido
como uma espécie de filtro discriminatdrio constituido por estruturas vasculares especializadas e um estroma
reticular. Ambos funcionam como sitios de passagem de sangue, sobre o qual exercem sua atividade, com a
contribuicao, em especial, de diferentes populagdoes macrofagicas, distinguindo-se macroéfagos associados aos
elipsoides, macréfagos da zona marginal e macréfagos metalofilicos, e de componentes linfoides, distribuidos em
compartimentos de células B e T e uma zona mista de interagdo.

Em mamiferos, com base em referéncias morfoldgicas, de acordo com a espécie animal, o bago pode ser
identificado com duas configuragdes, descritas como primitiva e arquetipica.

O bago primitivo é o predecessor do bago tipico dos mamiferos, sendo encontrado em monotrématos, inseti-
voros e sirénios. Neste identificam-se a capsula, dotada de colageno, fibras elasticas e musculatura lisa, seguindo-
-se trés camadas: a polpa branca, a polpa vermelha e, entre elas, a zona intermedidria, rica em sinusoides. A polpa
branca ja apresenta a compartimentalizagdo classica, composta de bainha linfocitdria periarteriolar (PALS) e
foliculos linfoides. As arteriolas originarias da polpa branca comunicam-se diretamente com as vénulas, tanto na
zona intermedidria quanto na polpa vermelha, constituindo uma circula¢ao fechada. Na polpa vermelha sio
observados os sinusoides venosos e os corddes esplénicos, nos quais o fluxo sanguineo é lento. A atividade eritro-
poética é mantida e, em ornitorrincos, predominante sobre a medular.

Nos demais mamiferos evidencia-se o bago arquetipico, com a presenca da zona marginal na polpa branca,
topograficamente equivalente a zona intermedidria do bago primitivo. Nessas espécies identifica-se um espago
vascular distinto, o seio marginal. Varias arteriolas correm externamente a partir das artérias centrais na polpa
branca, formando capilares terminais que se encerram na zona marginal ou no seio marginal, enquanto outras
adentram a polpa vermelha liberando o sangue na trama reticular dos cordées esplénicos, drenando para as vénu-
las da polpa.

Alguns autores preferem categorizar o bago de acordo com as caracteristicas funcionais predominantes, desta-
cando as atividades de "armazenamento sanguineo” e de imunidade. Assim, referem o "ba¢o de armazenamento",
dotado de maiores dimensdes e importante musculatura lisa, prestando-se particularmente ao armazenamento de
sangue, presente em equideos, cervideos, felideos e pinipedes. Em contrapartida, em algumas espécies o elemento de
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destaque no tecido esplénico ¢ o linfoide, tipificando o chamado "bago defensivo", com exuberante polpa branca.
Neste as terminagdes abertas dos seios venosos representam uma via de fluxo sanguineo de baixa resisténcia, pre-
sente em alguns primatas, inclusive o homem, lagomorfos, cobaias e ratos.

Por fim, em algumas espécies existe um equilibrio entre as atividades de "armazenamento" e defesa, sendo
referidos como bacos de caracteristicas intermedidrias, conforme observado em suinos e ruminantes.

4.4 ONTOGENESE ESPLENICA

A ontogenia pode ser considerada um importante indicador de relagdes funcionais entre o estroma e o parén-
quima esplénico. A organogénese esplénica depende de interagdes complexas e sinalizagdes relacionando células
mesenquimais, endoteliais e elementos hemopoéticos imigrantes, sendo o conhecimento acerca da circuitaria
molecular envolvido no processo ainda rudimentar. Evidéncias sugerem que o bago é uma estrutura mesodérmi-
ca, derivada do mesénquima pancreatico dorsal. Na espécie humana ele é identificado inicialmente na 11* semana
de gestacao a partir de suas células reticulares, formando espagos semelhantes a seios contendo células eritroides
maduras com células mielomonociticas esporadicas, constituindo a polpa vermelha primitiva. Linfocitos de
pequenos a médios aparecem ao redor da 12 a 13°* semana, mostrando-se pobremente arranjados na vizinhanga
das arteriolas. Entre a 15° e a 16° semana de desenvolvimento inicia-se a separagdo entre areas T e B, com orde-
nagao progressiva do microambiente esplénico, constituindo-se a bainha periarteriolar primitiva, com a eviden-
ciagdo inicial de células S-100+, MHC-II+, isto ¢, células interdigitantes (IDCs), circundadas por linfocitos T.
Especula-se uma possivel atividade de IDCs na distribui¢ao de linfocitos T, andloga a de células foliculares den-
driticas, relatadas antecedendo e acompanhando o povoamento dos foliculos pelos linfocitos B. Até o nascimento
estabelecem-se os foliculos primarios e a PALS como compartimentos linfoides, sendo posterior a formacao
do centro germinativo e da zona marginal, ambos decorrentes da interacdio com componentes exdgenos,
resultado da atividade imunitaria. Nos camundongos o primérdio esplénico aparece como um estreito tecido
avermelhado no mesogastrio dorsal. Nesses territorios macréfagos imaturos podem ser observados previamente
as células hemopoéticas. Entre o 16 e o 17° dia de prenhez os seios aparecem preenchidos por eritrocitos e reticu-
lécitos. Os corddes esplénicos abrangem poucas células hemopoéticas, das linhagens granulocitica, linfocitica,
eritroide, monocitica e megacariocitica. O volume esplénico estabiliza-se ao redor de 40 dias de idade.

4.5 A ARVORE VASCULAR

O bago, em um homem adulto, pesa cerca de 175 g, recebendo aproximadamente 5% do débito cardiaco via arté-
ria esplénica. A capsula e as trabéculas sdo constituintes fundamentais na organizagao esplénica, aparecendo como
os principais sustentaculos de tecido conjuntivo do bago. Ambas as estruturas apresentam grande quantidade de
miofibroblastos e de fibras colagénicas, elasticas e nervosas nao mielinizadas. A capsula é recoberta pelo mesotélio
peritoneal, como uma camada tnica de células cuboides, frequentemente perdida em cortes histologicos.
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Figura 4.1 — A capsula esplénica (CAP) apresenta espessura variavel e revestimento por mesotélio (MES). Bago canino, HE, 40x. Fotomicro-
grafia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude (Unip).
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A organizagdo vascular é a base para o entendimento da estrutura e fungdo esplénicas. Se esbogarmos a
trajetoria do sangue ao longo do bago (Figura 4.2) podemos pensar em uma circulagdo aberta, iniciando-se na
aferéncia arterial, seguindo para os sinusoides da zona marginal, seios venosos da polpa vermelha e veias eferen-
tes. Assim, a entrada no tecido se da pelo sistema arterial e a saida pelo sistema venoso, incluindo a drenagem
linfatica como via alternativa. A artéria esplénica ingressa no hilo, ramificando-se ao longo das trabéculas,
acompanhada por elementos venosos e linfaticos, constituindo as artérias trabeculares. Ao deixarem as trabécu-
las, as ramificagOes arteriais sdo rapidamente envolvidas por linfocitos, especialmente T, que formam a bainha
linfocitaria periarteriolar (PALS). Durante seu trajeto, periodicamente, surgem foliculos linfoides, constituidos
principalmente por linfocitos B. O padrao de ramificagdo desses vasos varia dentre as espécies. Nos roedores al-
guns tributarios das artérias centrais limitam-se a bainha linfocitdria, outros terminam nos seios marginais ou
nos corddes da polpa vermelha, drenando para os seios venosos. Algumas ramificagdes alcangam a periferia das
bainhas, curvando-se em sequéncia, acompanhando o perimetro das zonas marginais e formando o seio margi-
nal, que funciona como uma interface entre a polpa branca e a vermelha. Na espécie humana os ramos arteriais
menores desaguam na zona perifolicular, territorio situado entre as por¢des interna e externa da zona marginal,
com algumas delas exibindo um espessamento terminal, constituido por macréfagos e células reticulares,
denominados elipsoides (Figura 4.5). Estes sdo segmentos capilares especializados encontrados no bago do ho-
mem e de alguns mamiferos, aves, répteis, anfibios e peixes dsseos, estando ausentes em camundongos, ratos e
coelhos. Estudos classicos demonstraram a participacao dos elipsoides como uma espécie de filtro de substancias
enddgenas e exgenas presentes no sangue, como complexos imunes, fungos e bactérias. Evidenciou-se, em mus-
telideos, a partir da inoculagdo intracardiaca de complexos imunes, a retencdo destes complexos nos elipsoides em
minutos. Em espécies desprovidas de elipsoides, os complexos imunes sdo capturados na zona marginal com
migragdo posterior para os foliculos linfoides. Seguem-se aos elipsoides os capilares da polpa vermelha, que dre-
nam para os seios ou sinusoides venosos, posicionados entre os corddes esplénicos.

e, Artéria esplénica aferente
*p
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Figura 4.2 — Desenho esquematico de corte longitudinal do bago. A artéria aferente ramifica-se em arteriolas, as quais penetram pela
polpa branca; posteriormente, adentram a polpa vermelha zonas de células T (também denominadas bainha linfoide periarteriolar PALS
— periarteriolar lymphoid sheath)). As arteriolas terminam nos corddes da polpa vermelha, os quais, por sua vez, confluem para os sinu-
soides, que sdo coletados pela veia esplénica. Adaptado de Mebius & Kraal, 2005.

4.6 POLPA VERMELHA

Na espécie humana a polpa vermelha corresponde a aproximadamente 75% do volume esplénico, cabendo aos
sinusoides cerca de 30% desse total, com pequena variacdo estrutural dentre as espécies, destacando-se a auséncia
de contratilidade esplénica em humanos, o que diminui sua atividade como "reservatoério” de sangue. A arquite-
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tura esplénica possibilita fluxo lento na polpa vermelha e no seio marginal da polpa branca, permitindo um
intimo e prolongado contato entre antigenos e fagdcitos, contribuindo para a fagocitose de antigenos
pobremente opsonizados. Os seios sdo separados por corddes celulares, os corddes da polpa, anteriormente de-
nominados corddes de Billroth. Nos corddes da polpa vermelha, a partir de um arcaboucgo reticular, distribuem-se
durante o periodo fetal, macréfagos, megacariocitos, granulécitos, plasmocitos, linfocitos B e T e plaquetas, cor-
respondendo a dreas nio filtrantes esplénicas, apresentando espessura variavel. Nesses territorios frequentemente
se estabelecem nichos delimitados por processos originarios de células reticulares.

O microambiente esplénico esta alicercado na distribui¢ao de células nao linfoides, destacando-se dois gran-
des grupos: as células reticulares fibroblasticas/células endoteliais, derivadas de precursores locais, e os fagocitos
mononucleares, derivados de precursores medulares. Ambos os grupos sao heterogéneos, apresentando especifi-
cagdes morfofuncionais de acordo com a sua localizagdo. Os seios ou sinusoides venosos (Figura 4.3) sao delimi-
tados, na maioria das espécies, por células endoteliais, enquanto em primatas, incluindo a espécie humana, essa
delimitacao deve-se a células alongadas, denominadas células litorais, de nucleo clivado, citoplasma rico em ve-
siculas pinocitdticas e lisossomos, apoiadas sobre uma membrana basal descontinua, dotada de poros. No interior
dessas células é frequente a presenga de material fagocitado, incluindo hemacias, leucécitos, hemossiderina ou
debris. Embora inicialmente compreendida como uma célula endotelial, o perfil de expressiao de moléculas de
superficie indicou uma diferenga entre elas, sugerindo a atuagdo das células litorais no controle da populagao
eritroide. A queda na expressdo de CD47, observada em eritrocitos senescentes, aparentemente funciona como
um sinal para a fagocitose na célula litoral, desencadeando a destrui¢ao do eritrocitos. A ativacao dessas células
leva a aquisicao de um fendtipo contratil, potencialmente envolvido na liberagdo de sangue armazenado no bago.
Esse evento é possivel pela presenca de miofibrilas que circundam células endoteliais ou litorais, exibindo fila-
mentos semelhantes aos de actina e de miosina, que conferem contratilidade a esse territorio, sendo responsaveis,
em particular, pela formagao de fendas interendoteliais, importantes no transito de elementos dos corddes para os
seios venosos. A passagem dos eritrocitos, dos corddes da polpa para os seios, ocorre através dessas fenestragdes.
Eritrocitos senescentes exibem um enrijecimento de membrana, comprometendo sua passagem e facilitando sua
fagocitose. Em associagao, a contratilidade das fibrilas contribui para a retencao de eritrocitos no bago constituin-
do uma drea de reserva eritroide, auxiliando na fungéo cardiaca por reduzir a viscosidade sanguinea.
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Figura 4.3 — (A) Polpa vermelha esplénica apresentando seios venosos (S) e corddes da polpa vermelha (C). Bago murino, HE, 40x. (B)
Detalhe de polpa vermelha evidenciando seio venoso delimitado por células litorais (L), com nucleo alongado e eventual clivagem. Bago
murino, HE, 100x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Departamento de Patologia, (Unip).

O arcabougo reticular da polpa vermelha aparece em continuidade com o da zona marginal. As células
reticulares fibroblasticas e as células endoteliais formam uma rede tridimensional celular associada a MEC, que
interage com células imunocompetentes, particularmente via integrinas. A adesao célula/célula mediada por in-
tegrinas aumenta a eficiéncia da célula T por diminuir a quantidade de peptideo antigénico necessaria para
iniciar a lise e a afinidade do receptor antigénico a ele para o inicio da resposta.
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Particularmente em roedores a polpa vermelha funciona adicionalmente como um territério hemopoético, dan-
do lugar a produgéo de elementos das linhagens eritroide, mieloide e megacariocitica.

Na polpa vermelha e na zona perifolicular esplénica de algumas espécies, conforme referido anteriormente, po-
dem ser identificados corddes macrofagicos envolvendo capilares arteriais, também conhecidos como elipsoides,
particularmente proeminentes em cées e gatos, sendo mais delicados em humanos, possivelmente atuando como um
filtro de particulas (Figuras 4.4 e 4.5).

Figura 4.4 — Detalhe da polpa vermelha esplénica evidenciando a organiza¢do da trama reticular, identificando-se as fibras reticulares
dispostas em arco em paredes vasculares (seta) e os espagos sinusais (S). Bago canino, reticulina, 100x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José
Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.

=) § Vi
Figura 4.5 — Fotomicrografia de corte histoldgico de bago. Detalhe de elipsoide evidenciando densa populagdo macrofagica (Mg) local.
Bago canino, HE, 100x Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.

De forma geral, pode-se compreender esse microambiente como adequado a atividade linfocitaria, relacionada
a migragao, encontro com o antigeno, interagao, proliferacao, diferenciagdo e resposta imune efetiva.



Fundamentos de hematologia: Teoria & prdtica 67

4.7 POLPA BRANCA

A polpa branca esplénica (Figura 4.6) corresponde ao territdrio linfoide local, exibindo uma compartimenta-
lizagdo estratégica entre areas B e T, estabelecidas por meio da produgao de quimiocinas locais, que atraem popu-
lagoes linfocitarias distintas. A linfotoxina e o TNF controlam a expressao dessas quimiocinas.

4.7.1 BAINHA LINFOCITARIA PERIATERIOLAR

A zona que concentra células T é denominada bainha linfocitaria periarteriolar (PALS), permitindo a inte-
ragao entre linfocitos T, células dendriticas e linfocitos B em transito. As quimiocinas CCL19 e CCL 21 estdo en-
volvidas na atragao a linfocitos T e células dendriticas para esse territério. Em geral essa regido é menos evidente
no homem, organizando-se uma borda periarteriolar de linfocitos T relativamente pequena. Um dos constituin-
tes estromais mais relevantes da PALS ¢ a célula interdigitante (IDC), integrante de uma familia de células que
agrega células veladas, células de Langerhans e células dendriticas, derivadas de um precursor medular comum.
Apresenta alta taxa de renovagao e grande capacidade de apresentagao antigénica a linfocitos T, sendo muito mais
efetiva nessa fungdo do que os macroéfagos classicos, especialmente em respostas dependentes de linfocitos T. Ao
microscopio optico as IDCs sdo de dificil visualizagao, devido ao seu nucleo palido e irregular e citoplasma
fracamente acidofilico. Na microscopia eletronica aparecem como células de formato irregular, dotadas de pro-
jegoes citoplasmaticas, nicleo ovalado ou alongado, apresentando pouca heterocromatina e eventual denteamen-
to; pequena quantidade de fagossomos; reticulo endoplasmatico granular escasso e reticulo liso abundante.
Expressam proteina S-100, MHC classe I e II, CDl11a, b, ¢, DEC-205, coestimulador B7-1 (CD80), B7-2 (CD86),
CD40, CD44, CD54, CD58. Durante sua maturagao passam por trés estdgios principais. Inicialmente apresentam
a maior parte de suas moléculas de classe II intracelularmente, em lisossomos. Posteriormente, tais moléculas
deslocam-se para vesiculas nao lisossomais, até alcan¢arem a maturagdo completa, condi¢do em que assumem
seu posicionamento na membrana plasmatica - modificagao fundamental para a eficicia de sua atividade
apresentadora.

Figura 4.6 — Visdo panordmica da polpa branca esplénica, observando-se trabécula (T), da qual emergem ramos vasculares arteriais,
bainha linfocitaria periarteriolar (PALS) e foliculos linfoides (FL). Bago canino, HE, 10x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier,
Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.

4.8 FOLICULOS LINFOIDES

Os foliculos linfoides sao acimulos ovoides ou esféricos de linfocitos, sendo designados como primarios ou
secundarios. Os primeiros caracterizam-se pela agregagao de pequenos linfocitos, enquanto os tltimos associam-
-se & existéncia de um centro germinativo (Figuras 4.7 e 4.8) em sua porgao central. Perifericamente, ao centro do
foliculo secundério, observa-se um halo de linfocitos em geral pequenos, caracterizando a zona do manto ou
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corona linfoide. Assim, os linfocitos do foliculo primario e da zona do manto possuem nucleo pequeno, hipercro-
matico, ovoide e irregular e citoplasma escasso, sendo as células da por¢ao mais externa da zona do manto discre-
tamente maiores.
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Figura 4.7 — Detalhe de polpa branca esplénica, com destaque para foliculo linfoide exibindo o predominio de células blasticas ao centro
(CG). Na periferia da area branca identifica-se canal delgado, o seio marginal (SM). Bago murino, HE, 40x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José
Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.

Figura 4.8 — Densa agregacdo nodular linfoide CD20+ em polpa branca correspondendo a foliculo linfoide (FL). Bago humano, DAB (diami-
nobenzidina), 10x. Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.
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Figura 4.9 — Populagdo linfocitaria B CD20+, em territério perivascular, intercalada com agregados de células T. Bago humano, DAB, 10x.
Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Departamento de Patologia, Unip.

Os centros germinativos sdo areas histologicamente definidas no interior dos foliculos (Figuras 4.8 e 4.9) em
o6rgaos linfoides periféricos de mamiferos e aves, de carater transitdrio e de natureza reacional, desenvolvendo-se
em sequéncia a uma estimulagdo antigénica, constituindo-se em sitios de expansdo clonal de linfocitos B, seu
componente principal. No centro germinativo ¢ identificada uma grande concentragao de células jovens que for-
mam as zonas escura e clara do centro germinativo. Na primeira predominam centroblastos submetidos a muta-
¢do somatica dos genes que codificam para as regides variaveis das imunoglobulinas, ocorrendo, em sequéncia,
sua migragao para a zona clara. Os centroblastos sdo células grandes, medindo entre 9 e 18 pm, dotadas de nucleo
grande irregular, de aspecto vesicular, contendo de 1 a 3 nucléolos pequenos periféricos e citoplasma estreito e
basofilico. Sao células proliferativas no centro germinativo, sendo frequente a verificagdo de figuras de mitose
nessas areas. Na zona clara predominam centrdcitos e células foliculares dendriticas (FDCs) carreando
complexos imunes, ocorrendo o “teste” de afinidade ao antigeno nesse local. Estudos morfolégicos e experimen-
tais situam os centrdcitos como derivagdes de centroblastos, apresentando-se como células grandes ou médias,
medindo de 8 a 15 um, exibindo ntcleo clivado com nucléolos marginais, possuindo citoplasma escasso. A ligacao
as FDCs é competitiva, persistindo no centro germinativo apenas os linfocitos com maior afinidade, os quais
retornam a zona escura. Nesta zona, sofrem novas mutagoes até a selecdo de uma populagdo altamente especifica
de linfocitos aquele antigeno, sendo os elementos com baixa afinidade rapidamente eliminados por apoptose.

Em menor propor¢ao no centro germinativo sao identificados, células com nicleo médio, eventualmente com
auséncia de nucléolos e citoplasma basofilico diminuido. Plasmdcitos, imunoblastos e pequenos linfocitos (pro-
vavelmente representando linfocitos T) podem aparecer localmente. Outro componente celular notério dos cen-
tros germinativos sdo os macrofagos, denominados “tingible body macrophages” (TBM). Sao células grandes,
apresentando citoplasma abundante e contendo debris celulares fagocitados. O nucleo, de tamanho médio, é bas-
tante visivel. Sua presenca em meio ao tecido linfoide denso determina o aparecimento de maculas claras ao mi-
croscopio optico, configurando o aspecto de “céu-estrelado” ao tecido.

Os linfocitos T, embora presentes em pequeno nimero nessa regiao, sdo em geral células auxiliares, funda-
mentais na formagao do centro germinativo, visto a inexisténcia deste em animais atimicos. A formacao do centro
germinativo inicia-se com a transferéncia do antigeno de uma FDC para um linfocitos T especifico, o qual realiza
a internalizagdo, o processamento e a reexpressao do peptideo no contexto do complexo principal de histocompa-
tibilidade (MHC) classe II, ativando o linfocitos T auxiliar e principiando a secre¢do de citocinas, essenciais para
a reacdo. Os linfocitos B ativados aparecem em associagdo fisica com outros linfocitos (B e T), mononucleares e
FDCs. A ativagao dos linfocitos B é caracterizada por uma série de eventos metabolicos, bioquimicos e molecu-
lares. Estes incluem o aumento da concentragao de calcio, a expressao do proto-oncogene c-myc, o aumento do
volume celular pelo incremento em suas organelas e a sintese de RNA. Com estimulagao subsequente e intera-
¢do com uma variedade de fatores de crescimento, essas células progridem para a fase S do ciclo celular e prolife-
ram. Essa sequéncia de eventos é denominada transformagao blastica.
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4.8.1 ZONA MARGINAL

A zona marginal (Figura 4.10) localiza-se estrategicamente entre a polpa branca e a vermelha, recebendo san-
gue de arteriolas terminais, que desaguam em um sistema sinusoidal, apresentando variagdes de acordo com a
espécie considerada, sendo mais ampla em ratos, envolvendo toda a polpa branca, e mais restrita em humanos.

Zona
Zona marginal perifolicular

Foliculo

Arteriola
central

Arteriola
central

Arteriola
central

ZonaT \ I
Zona T

Zona marginal

CAMUNDONGO HUMANO

Figura 4.10 — Comparacao da estrutura da polpa branca em roedores e primatas. As principais diferengas relacionam-se a zona marginal,
que circunda a polpa branca. Distintamente de camundongos, em humanos existe a zona marginal dividida em interna e externa, circun-
dada por uma grande zona perifolicular, na qual terminam alguns vasos envolvidos por macréfagos. Adaptado de Mebius & Kraal, 2005.

Os componentes fundamentais desse territdrio sdo as células que revestem os seios, as quais se continuam ao
revestimento endotelial das arteriolas aferentes, e os fibroblastos reticulares, que constituem o arcabougo local.
A estes elementos somam-se as populagdes macrofagicas, compostas pelos macréfagos da zona marginal e pelos
macroéfagos metalofilicos, além de linfocitos B da zona marginal, linfocitos T, predominantemente de fenétipo
auxiliar, e células apresentadoras de antigenos.

Ausentes em humanos, os seios marginais, estruturas identificadas no bago dos roedores, aparecem entremea-
dos a PALS e aos foliculos, separando os compartimentos da zona marginal, referidos como interno e externo.
Em seu interior destacam-se os metaldfilos marginais (células macrofagicas assim denominadas por sua afinida-
de pela prata), que participam da resposta a polissacarideos neutros em animais jovens. Apresentam elevada ex-
pressao de sialoadesina (CD169), potencialmente envolvida na eliminagao de células apoptéticas e na migragao
linfocitaria, contribuindo para sua adesdo e reten¢do na zona marginal para subsequente ingresso na polpa bran-
ca. Considerando-se o frequente transtorno na glicosilagio em células neoplasicas, os macroéfagos metalofilicos
poderiam também atuar na destruicdo dessas células.

Os macrofagos da zona marginal apresentam variagdes morfofuncionais de acordo com a espécie considera-
da. Assim, enquanto em humanos sdo em linhas gerais similares aos macrofagos da polpa vermelha, em ratos
assemelham-se fenotipicamente aos metalofilos sinusais, expressando sialoadesina, e em camundongos exibem
atividade prioritariamente direcionada a fagocitose a partir da expressao de moléculas detectoras de padrao.
Também foi bem caracterizada a interagdo entre tais células e linfocitos B na zona marginal. Esses linfocitos sao
principalmente células que nao recirculam, IgM*IgD-, especializadas na elabora¢ao de respostas rapidas a antige-
nos carreados pelo sangue, surgindo como uma primeira linha de defesa local, sendo no homem restritos a terri-
torios perifoliculares. Também células IgM*IgD* sao observadas, porém em menor propor¢ao, correspondendo a
pequenos linfocitos B recirculantes. Uma parcela dessa populagdo linfocitaria apresenta caracteristicas de célula
de memoria.

A regido funciona como um local de entrada de linfocitos no bago a partir da corrente sanguinea, aparecendo
acoplada ao seio marginal, atuando como um eficiente armazém e filtro de sangue. Os linfocitos que ingressam
no bago a partir da circulagao sanguinea progridem da zona marginal para o seio marginal, e deste avan¢am para
a PALS e os foliculos linfoides mediante estimulagdo antigénica. Na auséncia desta retornam a circulagdo prova-
velmente via seio marginal. E importante ressaltar a existéncia de um transito bidirecional de células B envolvendo
foliculos e zona marginal, abarcando cerca de 20% da populagéo linfocitaria local, com diferengas funcionais de
acordo com o sentido do fluxo. Assim, as células que caminham no sentido do foliculo sdo mais alongadas e exi-
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bem proje¢des de membrana, liberando antigenos captados a partir da circulagdo no microambiente folicular. Ja
os linfocitos B que seguem em sentido oposto, em decorréncia da pobre expressao de integrinas, sio em geral
arrastados pelo fluxo sanguineo em dire¢do a polpa vermelha. A passagem pela zona marginal (Figura 4.11) pode
ser rapida, como observado para eritrocitos e granulécitos, ou longa, como o sugerido para populagdes de células
B e T recirculantes e células dendriticas. Nos territorios de baixo fluxo, a zona marginal apresenta-se vocacio-
nada para o desenvolvimento da resposta imune humoral a agentes infecciosos circulantes, particularmente a
resposta imune primaria a antigenos pobremente imunogénicos presentes na corrente sanguinea. Potencializa
esse processo a presenca de linfocitos B IgM*IgD~ equipados para a elaboragdo de uma resposta imune humoral
rapida e geragdo de IgM precocemente apds exposicdo a antigenos sanguineos. Células analogas aparecem em
outros locais, mas ndo em concentragdo semelhante. Caracteristicamente, apds a ativagdo, as células B migram
para os foliculos ou paraa PALS, levando o antigeno até as células foliculares dendriticas ou a linfocitos T e cé-
lulas interdigitantes, sendo os linfocitos B direcionados a locais plenos de sinalizagao proliferativa e de diferencia-
¢d0. Merecem destaque os linfocitos T auxiliares (CD4+) e as APCs, participando na resposta a antigenos timo-
-dependentes e a produgao de citocinas contra antigenos timo-independentes tipo 2, como alguns polissacarideos
capsulares bacterianos. Tal arranjo leva a localizagdo desses antigenos em zona marginal, especificando geografi-
camente esse tipo de resposta. Apos a esplenectomia a probabilidade de morte em decorréncia de processos infec-
ciosos cresce cerca de 100 vezes, principalmente como consequéncia da infec¢do por pneumococos, exemplo de
antigenos timo-independentes tipo 2. E sabido que a resposta a esse tipo antigénico depende da preservacio de
tecido esplénico, em especial de linfocitos B presentes na zona marginal. A elimina¢ao de macroéfagos esplénicos
diminui o afluxo de linfocitos B, popula¢ao que sé retorna ao normal com o repovoamento especifico dos macré-
fagos da zona do manto.

-

Figura 4.11 — Detalhe de transigdo entre tecido linfoide denso e zona marginal, separados pelo seio marginal (SM). Bago murino, HE, 100x.
Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.
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Figura 4.12 — Frequentes policariontes (setas) em seios venosos da polpa vermelha. Bago canino, HE, 40x. Zona perifolicular. Fotomicro-
grafia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.

No ba¢o humano, entre a PALS e os foliculos linfoides, identifica-se uma drea de tecido reticular, a zona
perifolicular, que compreende cerca de 8% do bago humano, de dificil caracterizagdo em cortes corados pela he-
matoxilina-eosina. Nesse territorio evidencia-se um maior espagamento entre as fibras reticulares do que aquele
presente nos corddes da polpa vermelha, observando-se capilares ordinarios e elipsoides, assim como um elevado
numero de leucdcitos e hemacias.

4.9 FUNCOES

O bago ndo é um 6rgao vital, ndo sendo observadas consequéncias imediatas frente a sua retirada apos trau-
matismo abdominal ou doenga neoplasica. No entanto, desempenha uma pluralidade de atividades, podendo ser
compreendido de diferentes formas. O imunologista diria que ele é um 6rgao linfoide secundario, o fisiologista
provavelmente o definiria como um grande filtro sanguineo, enquanto o hematologista destacaria sua atividade
na génese e remo¢ao de células sanguineas. De maneira geral, podemos referir as atividades esplénicas relaciona-
das a imunidade e a homeostase sanguinea.

4.9.1 FUNCAO IMUNE

E a fungdo esplénica cldssica, fundamentada na atividade de macréfagos, linfocitos T e linfocitos B. No adulto,
o bac¢o vincula-se a produgio e diferencia¢io de linfocitos B e T. Além disso, recebe células linfocitarias
recirculantes, centrais na constru¢ao de respostas imunes a partir de sua interagao com antigenos e células apre-
sentadoras, que sao encaminhadas aos respectivos compartimentos em meio a polpa branca. Associam-se duas
populagdes de mondcitos, uma de células circulantes que, ao ingressar no tecido, diferencia-se em células dendri-
ticas ou em macrofagos; outra residente, agregada em ninhos subcapsulares presentes na polpa vermelha que
aumentam sua mobilidade apds injuria miocardica isquémica, sendo capazes de ganhar a circulagdo e migrar até
o parénquima lesionado, contribuindo para o reparo local e funcionando como uma populagio reparativa
emergencial.

Em camundongos asplénicos desaparece a populagao de linfocitos Bla. Estes apresentam trés fungdes princi-
pais: producdo de anticorpos naturais, disparo de respostas imunes independentes de T e diferenciacio em
plasmdcitos IgA na mucosa intestinal. Os anticorpos naturais sao principalmente da classe IgM, ligando-se a
varios antigenos com baixa afinidade e elevada avidez, sendo importantes na limitagao de infecgdes primarias e
na facilitacao na localizagdo dos antigenos no bago, otimizando o disparo da resposta imune adaptativa.
Atualmente surgem evidéncias da participagdo dos anticorpos naturais na protecio a aterosclerose e ao cancer.
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Estima-se que cerca da metade da IgA de mucosa do trato entérico derive de linfocitos Bla. A IgA de mucosa
desempenha um papel de destaque na homeostase entérica regulando o niimero e a diversidade bacteriana local e
protegendo o organismo de uma expansao de populagdes bacterianas patogénicas. Em pacientes asplénicos esse
processo é comprometido pela perda da populagao de linfocitos Bla.

Também pacientes esplenectomizados apresentam risco 10 a 20 vezes superior de desenvolverem septicemias,
geralmente disparadas por bactérias encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae (pneumococos), Haemo-
philus influenzae e Neisseria meningitidis (meningococos) em pacientes jovens.

Disttrbios semelhantes ocorrem em pacientes que sofrem de desordens metabdlicas e hematoldgicas que cur-
sam com a destrui¢do do parénquima esplénico: hipoesplenismo ou asplenia funcional. As consequéncias mais
severas referem-se a perda esplénica em neonatos. A incidéncia de asplenia congénita ¢ baixa, com possivel subes-
timagdo devido ao 6bito precoce por quadro infeccioso nos primeiros meses de vida. Particularmente, a geragao
de linfocitos B de memoria estd relacionada ao microambiente esplénico, na zona marginal. Durante infec¢des
sistémicas, a resposta combinada de macrofagos e células B de memoria na zona marginal pode eliminar bactérias
que adentram o bago via seio marginal.

4.10 HOMEOSTASE SANGUINEA

A participagao esplénica na homeostase sanguinea estende-se ao longo da vida do individuo, envolvendo
desde a produgao até o descarte de células sanguineas. Durante a vida intrauterina o bago exibe importante
atividade hemopoética, estando a eritropoese vinculada ao tecido, na espécie humana, até o quinto més de desen-
volvimento, atividade que pode retornar no individuo maduro em consequéncia a transtornos hemopoéticos
medulares.

Em algumas espécies o tecido funciona também como um reservatério eritroide, como nos equinos, que
podem estocar até cerca de 50% dos eritrocitos do corpo em sua polpa vermelha, em condi¢ao de repouso. A libe-
ragdo dos eritrocitos do bago estd sob controle do sistema simpatico. A estimulacdo do nervo esplénico ou a ad-
ministragdo de adrenalina determina a contragdo do 6rgao, propulsionando o sangue para a veia esplénica. A
fun¢do do bago como reservatdrio, na espécie humana, esta mais relacionada, em condigdes emergenciais, a
mondcitos jovens. As plaquetas sao importantes carreadores de serotonina, ttil na modulagao da proliferacao de
linfocitos T e de células “natural killer”, explicitando uma relagdo entre esse neurotransmissor e a atividade
imunitdria.

Também no processo de destruicdo de eritrocitos anomalos a participagdo é relevante, envolvendo polpas
branca e vermelha. Os macrofagos (Figura 4.13) removem em torno de 0,8% dos eritrocitos circulantes diariamen-
te. O mecanismo envolvido nesse processo ¢ ainda alvo de intensa investigacao, ndo estando até o momento com-
pletamente esclarecido. A medida que envelhecem, os eritrocitos exibem progressiva redugdo em sua atividade
metabolica, com remodelamento membranal e vesiculacido, tornando-se menores e mais densos, caminhando
para a chamada eriptose. A fagocitose desses elementos nao dispara uma resposta inflamatéria. Alguns mecanis-
mos de agao sao postulados para explicar a atuagao macrofagica na destruigdo de eritrocitos.

Figura 4.13 — Distribuicdo de macréfagos CD68+ (corados em castanho) em polpa vermelha. Bago humano, DAB ( diaminobenzidina), 10x.
Fotomicrografia: Prof. Dr. José Guilherme Xavier, Instituto de Ciéncias da Saude, Unip.
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Uma possibilidade estaria relacionada a ligagao de anticorpos naturais a banda 3, uma proteina transmembranal
expressa em grande quantidade no eritrocitos. Em células senescentes, como resultado do dano oxidativo prolonga-
do, os dominios de membrana tendem a se agregar, tornando-se alvo de anticorpos naturais, levando a ativagdo da
via classica do complemento e opsonizagdo via C3b. Os macrofagos da polpa vermelha expressam CR1 e CR3, pos-
sibilitando o reconhecimento dos eritrocitos opsonizados por C3b. Outra alternativa seria o reconhecimento via
receptores de fosfatidilserina, expressos em macrofagos da polpa vermelha, como Axl, Tim4 e estabilina-2. Em
condi¢oes de normalidade a fosfatidilserina encontra-se na face interna da bicamada lipidica de membrana. Duran-
te o processo apoptdtico ocorre uma “flipagem” da molécula, tornando-a exposta na superficie externa da membra-
na, viabilizando interagées com macroéfagos da polpa vermelha. Um elemento adicional a ser considerado refere-se a
ligagao entre a proteina alfa reguladora de sinal (SIRPa) e a molécula CD47, funcionando como um forte sinal
inibitorio para a fagocitose. No entanto, com o envelhecimento do eritrocitos ocorre uma redugao na expressao de
CD47, enfraquecendo esse “bloqueio” fagocitario. Dados adicionais indicam a possibilidade de alteragdes conforma-
cionais na molécula de CD47 decorrentes do contato com eritrocitos senescentes, revertendo a sinaliza¢do, de anti-
para pro-fagocitica. CR1 de eritrocitos liga-se a particulas opsonizadas pelo complemento na circulagdo. Essas par-
ticulas sdo transportadas para o bago e o figado, locais em que sdo removidas pelos macréfagos residentes, sem a
fagocitose dos eritrocitos. A remogao eritroide associa-se a reciclagem de ferro, o qual, apds a digestao da hemoglo-
bina, é liberado ou estocado em macrofagos esplénicos. Também sido eliminadas plaquetas danificadas ou senes-
centes e células apoptoticas.

O bago albergando cerca de um tergo das plaquetas corpéreas mas nao ¢, classicamente, considerado um érgéao
de armazenamento das mesmas. Continuamente elas sdo removidas da circulagao e armazenadas ou destruidas por
linfocitos esplénicos. Em condi¢des como o hiperesplenismo e a esplenectomia, naturalmente sao observadas trom-
bocitopenia e discreta trombocitose, respectivamente. Macréfagos e outras populagdes estromais esplénicas encon-
tram-se envolvidos na regula¢do da produgdo plaquetaria.

A eliminagao das células apoptdticas resulta na formagao de células T reguladoras e anticorpos, desempe-
nhando um papel importante na manutengdo da tolerancia periférica e modulagdo da resposta imune. Durante
infecgdes sistémicas os macrofagos esplénicos filtram bactérias, protegendo o hospedeiro frente ao risco de septi-
cemias e contribuindo para a ativacao de populagdes linfoides T e B da polpa branca. A interagdo entre os com-
ponentes da resposta imune inata e adaptativa ocorre no seio marginal, em camundongos, e na zona perifolicular,
em humanos. Dentre as atividades anabolicas esplénicas, encontra-se ainda a produc¢ao de opsoninas, properdina
e tuftsina.
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