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RESUMO - Racional: A hematopoiese extramedular depende de mecanismos fisiopatol6gicos
complexos, havendo relacdo destas células-tronco hematopoiéticas com proteinas mediadoras
da inflamagdo. A identificacdo de células hematopoiéticas fora da medula éssea no adulto,
situacdo que ocasionalmente pode acompanhar a resposta inflamatéria era considerada
ocorréncia secundaria, mas estudos biomoleculares modificaram este conceito. Objetivo:
Descrever agrupamentos de células precursoras das plaquetas (megacariécitos) e células
da resposta inflamatéria, na parede abdominal e no baco de ratos com hérnias incisionais
induzidas experimentalmente e reparadas com diferentes proteses sintéticas. Métodos: Vinte
e cinco ratos com hérnias incisionais previamente realizadas foram distribuidos em grupos
com cinco animais: Grupo 1, reparo do defeito hernidrio sem implante de proétese; Grupo 2,
reparo com protese de polipropileno; Grupo 3, reparo empregando polipropileno com baixa
gramatura; Grupo 4, utilizagdo de protese de polipropileno e poliglecaprone; Grupo 5, prétese
de polipropileno e poliglactina. Todas as proteses foram recortadas na forma de losangos
com éarea de 2,625 cm?. Os animais foram reoperados apés 10 dias, as paredes abdominais
foram retiradas em bloco com as visceras a elas aderidas e o material foi processado em rotina
histolégica. Resultados: Foram evidenciados nichos de megacariécitos na parede abdominal e
no baco coletado juntamente com as aderéncias em animais com implante de proéteses, além
de reacdo inflamatéria significativa. Conclusdo: A intensa reacdo inflamatoria, local e sistémica
em relagdo as préteses com polipropileno em sua composicdo, foi desproporcional a resposta
esperada, requerendo aprofundamento do estudo com avaliacdo da imunofenotipagem e
painéis especificos de anticorpos monoclonais para melhor esclarecimento.

ABSTRACT - Background: Extramedullary hematopoiesis depends on complex pathophysiological
mechanisms linked to hematopoietic stem cells and the proteins considered mediators of
the inflammation. The identification of hematopoietic cells outside bone marrow in the adult
is an occurrence that can occasionally follows the inflammatory response, was considered
a secondary occurrence, but current biomolecular studies have changed that concept. Aim:
Describe the presence of clusters of precursor cells of platelets (megakaryocytes), and cells
of the inflammatory response in the abdominal wall and spleen of rats with experimentally
induced incisional hernias and repaired with different synthetic prostheses. Methods: Twenty-
five rats with incisional hernias previously performed, were divided into groups of five animals
each: Group 1, repair of the hernia defect without prosthetic implant; Group 2, repair with
polypropylene prosthesis; Group 3, repair using polypropylene with low weight; Group 4,
the use of polypropylene and polyglecaprone prosthesis; Group 5, of polypropylene and
polyglactin prosthesis. All prostheses were cut in rhombus format with area 2,625 cm? The
animals were reoperated after 10 days, the abdominal walls were removed with the viscera
attached to them and the material was processed for histological study. Results: Megakaryocyte
niches in the abdominal wall and spleen, occasionally removed together with the adhesions
produced in animals with implantation of prostheses and significant inflammatory reaction.
Conclusion: The intense inflammatory reaction due to the prostheses with polypropylene
in their composition was disproportionate to the expected response, indicating that further
studies should be accomplished including immunophenotyping evaluation and specific panels
of monoclonal antibodies to better understand the findings.
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INTRODUCAO

apresentam capacidade de diferenciacdo hematopoiética e vascular,
originando os primeiros vasos sanguineos e os hemocitoblastos, em funcdo
das necessidades do embrido por nutrientes e oxigénio da circulacdo materna. Células
mesenquimais (angioblastos) formam ilhotas sanguineas e os espagos dentro destas ilhotas
originam um endotélio primitivo, com células que vao se diferenciar em células sanguineas;
estes fendbmenos comecam no figado, depois no bago, medula 6ssea e linfonodos. Embora

N a vida intrauterina os hemangioblastos do mesoderma do saco vitelino
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as primeiras células sanguineas e o plasma se originem com os
vasos do saco vitelino e alantoide, o sangue so é identificado
depois do segundo més de desenvolvimento embrionario ©.

Nosacovitelino podem serencontradas células hematopoiéticas
com grande capacidade de diferenciagdo, como as precursoras
dos mondcitos e dos megacariocitos. Apds o nascimento, em
condi¢des normais, a hematopoiese dos eritrocitos, granulocitos
e plaquetas ocorre na medula 6ssea; os linfocitos sdo formados
principalmente no tecido linfoide (linfonodos, baco, timo e tecido
linfoide das mucosas), mas esta fun¢do pode ser assumida por
outros 6rgaos, tanto em situa¢des que acompanham doencas
benignas quanto malignas'® 131421,

O aparecimento de agrupamentos de células sanguineas
forada medula 6ssea, no adulto recebe o nome de hematopoiese
extramedular, podendo formar nédulos que podem seridentificados
inclusive durante a realizacdo de métodos de imagem derotina'"@,
Esta situagdo, que em principio era considerada secundaria
e sem maior importancia, com os estudos biomoleculares
deixou de ser avaliada como incidental, surgindo o conceito
das células-tronco em seu microambiente (nichos de células-
tronco). O desenvolvimento destas células nos tecidos, e ndo
na medula 6ssea, implica no retorno a padroes embriolégicos
de hematopoiese, com reativacdo de nichos de células-tronco e
participacdo da matriz extracelular, de células estromais, assim
como de quimiocinas, representando um processo complexo
de resposta do organismo a situacdes adversas, ainda pouco
compreendido em mamiferos® 10132630,

O processo inflamatorio e a resposta imune decorrentes
da reparagdo dos tecidos, com o aparecimento de células com
capacidade antigénica e fagocitaria, sdo fatores desencadeantes,
ocorrendo hematopoiese de todas as linhagens de células
sanguineas, principalmente no baco e no figado. Os fendmenos
que acompanham o processo inflamatério se iniciam na
microcirculacdo, devido inicialmente a mediadores quimicos
primarios que agem nas arteriolas, assim como a mediadores
quimicos secundarios, liberados durante a resposta celular
a inflamacdo. A abertura dos esfincteres capilares por acao
de catabodlitos, ions Hidrogénio e mediadores quimicos
provoca aumento da permeabilidade vascular e hiperemia,
com extravasamento de liquido rico em albumina plasmatica,
resultando em hemoconcentragdo, agregacao das hemécias,
aumento da viscosidade sanguinea e hipodxia local. O endotélio
também sofre altera¢bes, havendo agregacao de plaquetas
com ocorréncia de trombos. Na fase aguda inicia-se a resposta
dos leucocitos, que passam a marginar a parede dos vasos e a
estase na circulagéo leva a saida de hemacias do leito vascular,
ocorrendo diapedese e migracao de neutréfilos para o tecido
conjuntivo da regido inflamada'®142028,

O reparo das grandes hérnias incisionais implica em
extensas areas de dissec¢do, com agressao significativa a
tecidos fibroticos e cicatriciais, assim como no emprego de
proteses sintéticas. O polipropileno é utilizado desde os
estudos pioneiros de Usher em 1958 e varias op¢des tém sido
desenvolvidas com o intuito de diminuir a reacdo inflamatéria
ao implante, como a diminuicdo da gramatura do material
utilizado ou a associacdo de outros materiais absorviveis a
um arcabouco com menor quantidade de polipropileno, mas
a resposta inflamatéria desencadeada e as aderéncias ainda
sdo significativas, mesmo com diferentes materiais disponiveis
atualmenteZB,‘\1,16,22,25,29.

O objetivo deste estudo foi descrever agrupamentos de
células precursoras das plaquetas (megacariocitos) e células
da resposta inflamatéria, na parede abdominal e no bago de
ratos com hérnias incisionais induzidas experimentalmente e
reparadas com diferentes proteses sintéticas.

METODOS

Este experimento foi realizado na Universidade Nove de
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Julho, Sdo Paulo, apds autorizacdo da Comissao de Etica no
Uso de Animais (protocolo AN 0034/13). As normas gerais para
pesquisa experimental no Laboratério de Habilidades Cirdrgicas
Avancadas da instituicdo sdo rigorosamente supervisionadas
e respeitam os preceitos de "uso racional dos animais de
experimentacdo” *; cumprindo a Lei Federal n°® 11.794 de
outubro de 2008 e o Decreto n° 6.689, de julho de 2009, que a
regulamenta. Todos os animais receberam inducdo anestésica
antes dos procedimentos operatdrios e antes da morte, assim
como os cuidados gerais, alimentacao, antibioticoterapia e
analgesia padronizadas para o periodo pos-operatorio.

Vinte e cinco ratos (Rattus Norvegicus, var. Albinus,
Rodentia Mammalia) da linhagem Wistar, geneticamente
semelhantes, apresentam linhagem isogénica e resultados
confidveis em estudos com pequeno nimero de animais“?; eles
foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos com cinco
animais cada; antes das opera¢des permaneceram em gaiolas
individuais com acesso a dgua e racdo padronizada ad libitum,
mantidos em temperatura de 25° C e fotoperiodo de 12 h. Os
animais, com peso médio de 339 g foram anestesiados com
injecdo intraperitoneal de cloridrato de quetamina (80 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg), sendo realizada uma incisdo mediana
com 4 cm de extensdo, abertura da cavidade abdominal na
linha alba medindo 3,5 cm e foi confeccionado um ponto de
sutura no terco médio de cada lado da incisdo, evertendo as
bordas do musculo reto abdominal, sem englobar o peritonio,
criando assim um defeito com 3,5x1,5 cm. A primeira fase
do experimento terminava com sutura de fio de nailon 5-0
apenas da pele dos animais, que eram devolvidos ao biotério
e observados por 10 dias, correspondendo a primeira fase do
experimento.

No décimo diaapds a operacdoinicial eles foram reoperados
para avaliar as hérnias incisionais e as aderéncias formadas
inicialmente??®. Desfeitas estas aderéncias, em cada um dos
grupos com cinco animais foi realizado um dos seguintes
procedimentos: no Grupo 1, aproximacao simples das bordas
do orificio herniario com chuleio simples utilizando fio de
poliglactina 910 nimero 5-0, semimplante de protese; no Grupo
2 o defeito herniario foi reparado com protese de polipropileno
suturada as bordas, opgdo considerada referéncia para a maior
reacdo inflamatdria esperada; no Grupo 3 foi empregado o
polipropileno com baixa gramatura; no Grupo 4, protese de
polipropileno e poliglecaprone; e no Grupo 5 polipropileno
e poliglactina. As quatro diferentes proteses sintéticas foram
doadas para evitar conflitos de interesse, recortadas na forma
de losangos com 3,5x1,5 cm, correspondendo a area de 2,625
cm? e fixadas as bordas dos orificios herniarios com fio de
poliglactina 910. Apos os procedimentos propostos para cada
um dos grupos, a operagao foi finalizada com sutura da pele
com fio de nailon 5-0 e os animais foram observados por mais
10 dias (Figura 1).

Apds mais um periodo de 10 dias, os animais foram
reoperados para retirada das paredes abdominais anteriores em
bloco, com eventuais 6rgados aderidos as préteses, permitindo a
avaliagdo macroscépica. As pecas obtidas foram preservadas em
formalina a 10% por 24 h e depois desidratadas com etanol em
concentracbes progressivas, diafanizadas com xilol e incluidas
em parafina. Foram realizados cortes seriados com 5 um,
corados com H&E. As laminas resultantes foram fotografadas
com o auxilio de microscopio 6ptico com objetivas de 4, 10,
20 e 40x, assim como ocular de 10x, proporcionando resolucéo
detalhada de 40, 100, 200 e 400x, equivalente a 20, 50, 100 e
200 pm respectivamente.

RESULTADOS

Ocorreram aderéncias de diferentes estruturas abdominais
a parede suturada e as proteses implantadas em todos os
grupos estudados, assim como reacdo inflamatéria sugerida por
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FIGURA 1 - Primeira fase do experimento: A) ponto evertente

(seta) no terco médio da incisdo, sem englobar
o peritonio, para realizar o defeito herniario; B
e C) hérnia e orificio herniario resultantes apos
dez dias de observacao; D) saco herniario (seta).
Segunda fase do experimento: E e F) diferentes
proteses suturadas as bordas do defeito herniario
no 10° dia apds a primeira operacao

FIGURA 2 - Reoperacdo dez dias apds o reparo dos defeitos herniarios:

A) Grupo 1 (sem protese): aderéncia do omento a
incisao; B e C) Grupo 2 (polipropileno): granulomas de
corpo estranho (setas) e aderéncias do omento maior;
D) Grupo 3 (polipropileno de baixa gramatura): intensa

FIGURA 4 - Cortes histologicos corados pela H&E com aderéncias e
reacao inflamatdria ao material deimplante: A) 100x,
local onde se encontrava a prétese de polipropileno
(seta), aderéncia do omento maior (seta tracejada) e
célula gigante de corpo estranho (detalhe); B) 40x e
C) destaque - 200x, aderéncia do intestino delgado a
parede abdominal, vasos congestos comgranulécitos
em seu interior (detalhe); D) 100x, aderéncia do
omento maior (seta tracejada) a parede abdominal
e célula gigante de corpo estranho (detalhe).

FIGURA 5 - Cortes histolégicos corados pela H&E com reacéo
inflamatdria ao material de implante: A) 400x,
intensa resposta inflamatoria e células gigantes
englobando material inerte (setas); B, C e D) 200x,
reacdo granulomatosa ao material de implante,
com células gigantes de corpo estranho; E) 400x,
reacao inflamatoria, célula gigante e hemosiderina
fagocitada no citoplasma de macroéfago (seta)

vascularizacdo e aderéncias firmes sobre a protese; E)

Grupo 4 (polipropileno e poliglecaprone): aderéncias
do intestino delgado; F) Grupo 5 (polipropileno e

poliglactina): protese recoberta pelo omento maior.

FIGURA 3 - A, B e C) Grande quantidade de vasos sanguineos

3

congestos, granulécitos naluz de umvaso (seta) e
infiltrado inflamatdrio; D) hemosiderina fagocitada,
permitindo a identificacdo de macréfagos (setas)
e arteriola (seta tracejada) H&E 200x

FIGURA 6 - Cortes histologicos corados pela H&E400x: A) célulagigante
(seta tracejada) e nicho com células precursoras das
plaquetas (megacariécitos), com nlcleos lobulados e
prolongamentos citoplasmaticos (destaque), préximas
avasos linfaticos (*) do omento maior, aderido a parede
abdominal, de animal com implante de prétese de
polipropilenodebaixagramatura; B, Ce D) megacariocitos
(destaques) em bagos, inferindo estimulo sistémico
do material implantado na parede abdominal
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vascularizacdo intensa e presenca de granulomas macroscopicos,
evidenciados na reoperacao, realizada ap6s 10 dias para retirada
em bloco da parede abdominal e das estruturas e érgéos a
ela aderidos (Figura 2).

A anélise histologica evidenciou intensa resposta
celular no tecido conjuntivo proximo ao local dos implantes,
neovascularizacdo e vasos com muitas hemacias em seu interior
(Figura 3). Morfologicamente, a luz dos capilares apresenta uma
camada endotelial, as vénulas possuem diametro semelhante
ao dos capilares, mas com algumas células musculares em
suas paredes e nas arteriolas tipicas, a espessura da camada
de células musculares lisas é semelhante ao diametro da luz
do vaso; estas estruturas foram encontradas em varios campos
microscopicos, assim como células mesenquimais indiferenciadas
perivasculares (pericitos), que podem originar outras células
do tecido conjuntivo, com seus nucleos alongados e cromatina
condensada, situando-se principalmente na adjacéncia dos
capilares.

Aderéncias firmes entre o omento maior, intestino delgado,
baco e figado com a parede abdominal e as proteses implantadas
foram encontradas com frequéncia. Houve intensa migragdo
de granuldcitos, sendo evidenciados polimorfonucleares,
eosindfilos com granulos citoplasmaticos acidéfilos; linfécitos
tipicos com citoplasma escasso, nlcleo arredondado e escuro;
plasmocitos, que produzem anticorpos, denotando resposta
imunoldgica significativa, com nucleos arredondados e excéntricos
caracteristicos. Varios macréfagos, com hemosiderina fagocitada
em seu citoplasma, sugerindo hemorragia proxima ao local
avaliado, assim como muitas células gigantes de corpo estranho
fagocitando material inerte e restos celulares foram identificadas
(Figuras 3 e 4).

Granulomas podem ser evidenciados em algumas
inflamacdes cronicas, sdo formados por agrupamentos de
células de defesa e ocasionalmente podem ser identificados
macroscopicamente (Figura 2). Sdo formados principalmente
por linfocitos, plasmécitos, histiocitos e mondcitos, contendo
muitas células gigantes, com ou sem sinais de necrose. Os
granulomas de corpo estranho podem se desenvolver em
resposta a agente com baixa atividade imunogénica, como
ocorre com os materiais inertes ndo digeriveis. Muitas células
de Langhans tipicas, com nucleos periféricos dispostos na
forma de ferradura foram identificadas (Figura 5).

Células com caracteristicas histolégicas de megacariocitos
formando nichos foram identificadas no omento maior e em
bacos, eventualmente aderidos a parede abdominal, que
também foram processados para estudo histolégico (Figura
6). A presenca destas células hematopoiéticas fora da medula
Ossea e a volta de padroes embrioldgicos de hematopoiese no
baco inferem a intensidade da reacdo inflamatéria observada
neste experimento.

DISCUSSAO

Os tecidos conjuntivos, originados do mesénquima, sdo
ricos em vasos sanguineos, células fagocitarias e produtoras
de anticorpos, assim como fibras colagenas e elasticas; suas
células mais comuns sdo os fibroblastos (células jovens) e
fibrécitos (células maduras). No conjuntivo normal aparecem
também eosindfilos e linfécitos, células pouco diferenciadas
que podem originar plasmocitos e macréfagos (denominados
histiocitos quando fixos nos tecidos), que fagocitam agentes
agressores, restos celulares, particulas inertes e podem formar
células gigantes de corpo estranho®'2?7,

Os fendbmenos exsudativos sdo caracteristicos as inflamacdes,
ocorrendo aumento da permeabilidade vascular, edema
inflamatorio e liberacdo de mediadores quimicos; os neutrofilos
sdo as primeiras células a migrar para o foco inflamatério,
favorecendo a liberagdo de mediadores quimicos secundarios;
com a evolugdo do quadro, fibroblastos e células do endotélio
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dos capilares também tentam reparar as lesdes. A fagocitose é
um dos mecanismos de defesa mais importantes do organismo;
quando ha cronificacdo do processo, os macréfagos tornam-se
volumosos, com grande atividade fagocitaria, e nas inflamages
cronicas granulomatosas tendem a se agrupar, adquirindo aspecto
epitelidide, surgindo células gigantes plurinucleadas °627.28,

Os mondécitos que migram do sangue dao origem aos
macrofagos no foco inflamatorio, especialmente quando ha
tecido de granulacdo. A acdo dos fibroblastos é fundamental
para a reparacdo dos tecidos e a neoformacdo conjuntivo-
vascular é caracteristica dos processos cronicos. Plasmocitos
se diferenciam dos linfécitos B e mondcitos aumentam sua
atividade fagocitaria pela agdo dos linfécitos T, formando
grupos celulares compactos'*".

As células de Langhans apresentam nucleos pequenos
e semelhantes em sua periferia, conferindo-lhes aspecto de
ferradura, com diametro de até 100 um; quando formadas
em resposta a corpos estranhos ndo digeriveis apresentam-se
irregulares, podendo atingir cerca de 300 pm'2192628 Foram
evidenciados macroscopicamente granulomas e encontradas
muitas células com estas caracteristicas neste estudo.

A hipersensibilidade a um produto nao degradavel
resulta de relacdo complexa entre os antigenos do elemento
estranho ao organismo, ativacdo prolongada de macréfagos,
resposta das células T helper e hiperatividade das células B,
com circulagdo de imunocomplexos e mediadores quimicos
biolégicos, havendo intensa atividade de enzimas, citocinas,
expressao dos complexos de histocompatibilidade e linfécitos
CD4+Th1; estas células induzem a liberacao de interleucina-1
dos macrofagos e fatores quimiotaticos, resultando nos
granulomas?'219242628 Sinais de rea¢do inflamatdria intensa foram
evidenciados em todos os animais avaliados, que apresentaram
tecido de granulagdo, graus variados de angiogénese e fibrose,
surgiram vasos sanguineos com endotélio fino, repletos de
hemécias, tecido conjuntivo de suporte com grande quantidade
de fibroblastos, e formacdo de muitos granulomas, denotando
resposta inflamatdria desproporcional a esperada ao material
sintético implantado neste experimento.

O omento é formado por uma estrutura trabecular, com
vasos sanguineos e tecido adiposo, sendo considerado um
orgdo enddcrino que secreta citocinas, com grande capacidade
funcional. Sua estrutura o classifica como 6rgéo linforeticular,
rico em arteriolas, vénulas, linfécitos, células mesoteliais e
endoteliais, macréfagos, mondcitos, granuldcitos, fibroblastos e
adipdcitos, possuindo capacidade angiogénica; células-tronco
ja foram isoladas neste tecido, classicamente associado a
defesa do abdome contra infecgdes ou prevencao de algumas
complicagbes de aderénciasinduzidas por manipula¢do operatoria
ouimplantes sintéticos >*232>. O omento foi a estrutura abdominal
que mais recobriu o material de implante utilizado, sendo
propicio aimplantacdo do nicho de megacaridcitos identificado
no estudo descrito.

Obaco é érgao linfoide interposto na circulagdo sanguinea,
apresenta uma capsula de tecido conjuntivo denso que forma
trabéculas e possui escassas fibras musculares lisas, nele sdo
formados principalmente mondcitos e linfécitos, assim como
suas células fagocitarias agem contra agentes agressores, mesmo
sendo inertes, que se acumulam em seus macréfagos. As fibras
reticulares sdo importantes para o arcabougo do 6rgao e sua
estrutura é dividida em polpa branca, contendo linfocitos em
varios estagios de maturagdo, e polpa vermelha, formada pelos
corddes de Billroth, com seus sinuséides (seios esplénicos),
repletos de sangue e revestidos por células fagocitarias alongadas,
que realizam hemocaterese, fagocitando as hemacias que se
fragmentam?.

Células reticulares, macréfagos e linfécitos ocupam a faixa
de tecido linféide entre a polpa vermelha e os nédulos linfaticos,
regido onde ficam retidos os antigenos que desencadeiam
resposta imunoldgica; nos corddes de Billroth, podem ser
evidenciadas células reticulares primitivas, macrofagos fixos
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e moveis, linfocitos, plasmacitos, eritrocitos, plaquetas e
granulécitos. Os ramos da artéria esplénica na polpa branca
sdo envolvidos por uma bainha formada por linfocitos T, que
se espessa formando nédulos onde predominam linfocitos B.
Arteriolas terminais atingem a polpa vermelha e em seu endotélio
e lamina basal podem ser identificadas células fagocitarias,
células adventicias (células mesenquimais indiferenciadas),
assim como os linfocitos, apresentando grande atividade na
resposta imunoldgica®192,

Obacgoapresenta fungdo hematopoiéticaem fetos humanos
apo6s a metade da gestacdo, persistindo certa atividade residual
no periodo neonatal, que logo desaparece. Os megacariocitos
surgem no periodo inicial da hematopoiese embrionaria, no
figado, baco e timo, seu nimero diminui apds a metade do
periodo de vida intrauterina, mas persistem por algumas
semanas apds o nascimento, quando o bago passa a produzir
principalmente as células da série vermelha do sangue®'®. No
baco normal do adulto podem ser encontrados elementos
hematopoiéticos maduros, derivados de células-tronco circulantes,
que |4 completam sua diferenciagdo?'.

A medula 6ssea contém muitas células derivadas de
células-tronco mesenquimais, representadas por fibroblastos,
adipocitos, condrécitos, osteoblastos, células endoteliais e
vasculares, incluindo as células mesenquimais perivasculares
(pericitos). Em mamiferos sua arquitetura envolve nichos de
células-tronco hematopoiéticas, capazes de autorregenerardo e
diferenciagdo em diferentes linhagens celulares. O conceito de
nicho e aregulagdo in vivo do seu microambiente permanecem
pouco conhecidos, uma vez que os estudos a respeito foram
realizados basicamente in vitro®8°10131930° A hematopoiese se
faz de forma complexa pela diferenciagdo de células-tronco,
principalmente nos nichos hematopoiéticos; em condigdes
habituais estas células permanecem inativas na medula 6ssea
pela baixa concentracdo de oxigénio, este equilibrio envolve
quimiocinas e vias moleculares ainda pouco compreendidas™.

Quando ocorrem altera¢des no microambiente da medula
Ossea, ha liberacdo de células precursoras da hematopoiese na
circulagdo periférica, que no baco encontram condigdes similares
para desenvolverem suas linhagens celulares. A presenca de
megacariocitos nesta localizagdo pode ser considerada uma
displasia, uma vez que ocorrem alteragdes morfoldgicas
importantes destas células, com aumento anormal do nucleo
e de sua lobulagdo?'.

A hematopoiese pode ocorrer fora da medula éssea
sempre que a interacdo entre fatores sistémicos, o microambiente
de determinado tecido e um nicho de células-tronco permita
sua reativacdo, basicamente em situacdes onde ha faléncia
da medula 6ssea (mielofibrose, mielodisplasia, toxicidade por
drogas, radiacao, infecgdo, neoplasias, doencas autoimunes);
mieloestimulacdo significativa (necessidade de producéo de
células sanguineas em doencas inflamatdrias e hematologicas);
inflamagdo e reparagdo, assim como na produc¢do anormal
de quimiocinas™'. Classicamente associada com alteracdes
mieloproliferativas ou mielodisplasicas, no baco a hematopoiese
extramedular, relacionada ou ndo as neoplasias, pode surgir
em situacgdes reacionais, embora esta diferenciacdo seja dificil
sem o auxilio da imunoistoquimica?'.

Ocorrendo inflamacao, préximo dos capilares podem ser
encontradas células mesenquimais indiferenciadas perivasculares
(pericitos), que se assemelham aos fibroblastos e macréfagos
fixos, podendo também se diferenciar em outras células do
tecido conjuntivo. O papel dessas células, em situages adversas,
envolve multiplos fatores celulares e extracelulares que ainda sdo
estudados®10132830 O conceito de nicho vascular é relativamente
novo, e esta associado ao endotélio sinusoidal da medula 6ssea
e do bago, mas os fatores que o estabelecem ainda ndo sao
bem conhecidos. A ativacdo de células multipotentes, incluindo
os precursores dos megacariécitos, envolve células adjacentes
ao endotélio sinusoidal para estabelecer e sustentar a atividade
hematopoiética extramedular no baco e em outros tecidos.
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Nas neoplasias, o endotélio dos vasos funciona como uma
extensdo dos nichos vasculares da medula 6ssea, possibilitando
a diferenciacdo das células-tronco hematopoiéticas em varios
tecidos, fendmeno que é facilitado pela liberacdo de fatores pelas
células endoteliais e possivelmente pelos macréfagos. Precursores
das células hematopoiéticas também podem ser encontrados
nos vasos adjacentes as células endoteliais do bago, musculo
esquelético, intestino delgado e tecido adiposo; muitos desses
tecidos sdo considerados pontos de hematopoiese extramedular
em animais adultos'™. O desdobramento desta pesquisa pretende
avaliar as células indiferenciadas perivasculares, uma vez que
neste experimento foi evidenciada intensa neovascularizagéo
nos tecidos proximos ao material implantado.

Quando ha hematopoiese extramedular secundaria a
mieloestimulacao, ocorre reativacdo de locais embrionarios de
hematopoiese, principalmente no baco e figado, mas algumas
vezes em outros tecidos, como uma resposta homeostatica
natural em infeccdes, doencas inflamatérias, autoimunes e
hematoldgicas'™. Esta condicdo foi descrita como achado
incidental em estudos histologicos de rotina até de bagos
retirados apos lesdo traumatica'?', em bidpsias de figados
transplantados, apds transplante de medula dssea, na purpura
trombocitopénica, sindrome hemolitico-urémica, em doencas
que cursam com hemolise, infarto esplénico e na esplenomegalia
fibrocongestiva *2'. Além das anemias hemoliticas, a hipoxia
causada por hemorragias significativas estimula a maturacao de
precursores eritrocitarios'. Em doengas como anemia falciforme,
talassemia e esferocitose hereditaria podem surgir massas
paravertebrais de aspecto nodular préximas do canal medular,
com comprometimento da cavidade toracica e abdominal 78,

O camundongo e o rato adulto preservam alguma atividade
hematopoiética no baco e no figado. Em animais este achado
pode ser considerado incidental, mas também interpretado
como indicador inicial de doenca hematoldgica. Quando
ha estimulo a resposta imune ou infeccdes em mamiferos e
roedores, pode ser encontrada hematopoiese nos pulmdes,
rins e cavidade peritoneal, além do figado e bago™.

A ocorréncia de neoplasias, tanto primarias como a
leucemia aguda LMA-M7, um subtipo raro originada a partir de
megacariocitos primitivos®, como a possibilidade do surgimento
de lesdes tumorais associadas a infeccdo cronica, representam
vasto campo de pesquisa. Barbosa et al. %, estudando a
histopatologia do saco herniario, descreveram o infiltrado
inflamatdrio encontrado no peritonio e mesentério, com proliferacdo
vascular de aspecto angiomatdide ou hamartomatoso, grande
quantidade de mondcitos, linfécitos, macréfagos e reacao
inflamatodria inadequada, além de hiperplasia mesotelial que
pode ser confundida com mesotelioma; os autores também
teceram criticas ao uso indiscriminado de préteses sintéticas.
Birolini et al.” descreveram carcinomas de células escamosas
juntamente com a infec¢do cronica que pode complicar o
implante de proteses na parede abdominal para o reparo de
hérnias incisionais, relatando o potencial de carcinogénese
desta situacdo. Os nichos de megacariocitos em localizagao
atipica evidenciados neste experimento podem ser considerados
displasia?’!, indicando que a continuagdo do estudo pode
encontrar resultados interessantes.

Existem diferencas significativas que dificultam aidentificagdo
correta de algumas células, que necessitam coloragdes especiais
para serem evidenciadas adequadamente. Os corantes utilizados
em esfregacos de medula 6ssea sao diferentes da H&E dos
cortes histologicos habituais. A medula 6ssea, em resposta a
liberacdo continuada de citocinas, apresenta aumento das fibras
de reticulina, que podem ser evidenciadas com outra coloragéo
classica, o picrosirius'. Muitas vezes a imunofenotipagem é
essencial para o diagnostico diferencial e avaliagdo da linhagem
megacariocitica, uma vez que as células hematopoiéticas
apresentam varios antigenos; aimunofenotipagem por citometria
de fluxo pode identificar varios antigenos utilizando anticorpos
monoclonais especificos, que recebem a denominacdo de “clusters
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of differentiation” (CD), seguida de um numero. Os antigenos
mais importantes para identificagdo da linhagem megacariocitica
sdo 0 CD41a, CD42b (nas fases de megacarioblastos) e CD61
(durante o amadurecimento megacariocitico)®?"?’, que serdo
estudados com o desdobramento do estudo agora apresentado.

Serigiolle et al® demonstraram que este modelo experimental
de implante de diferentes proteses em defeito herniario
previamente induzido, apresenta percentagem alta de aderéncias,
concluindo que ndo é o mais adequado para a avaliacdo de
graus de aderéncias. Houve resposta inflamatéria intensa e
desproporcional a esperada aos biomateriais implantados,
sugerindo que o estudo deve seraprofundado, com avaliagdo da
imunofenotipagem e anticorpos monoclonais para confirmagéo
destes achados.

A intensa neovascularizacdo encontrada proximo dos
locais de implante das préteses, a grande quantidade de
macréfagos?” com hemosiderina fagocitada em seu citoplasma,
e células perivasculares parecem ter relacdo com a identificagdo
do nicho de megacariocitos no omento aderido a parede
abdominal do rato, assim como a presenca de megacariécitos no
baco, inferindo resposta sistémica, indicam que os parametros
analisados no experimento devem ser ampliados.

CONCLUSAO

Todos os animais estudados apresentaram formacgao de
aderénciafibrosa, neovascularizagdo, granulomas e a presenca
de células mesenquimais. Foram observadas respostas celulares
a inflamagdo que, embora possiveis, foram pouco usuais,
como a presenca de megacariécitos evidenciados na parede
abdominal e no bago, indicando necessidade de abordagens
posteriores com diferentes técnicas para melhor identificar e
quantificar as linhagens celulares envolvidas.
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