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ASPECTOS EXPERIMENTAIS DA ESPLENOMEGALIA DA
ESQUISTOSSOMOSE

Zilton A. ANDRADE (%)

RESUMO

O emprégo de uma combinagio de técnicas histolgicas, histoquimicas e imu-

nocitoquimicas revelou que a esplenomegalia observada em camundongos infecta-

dos com o S. mansoni é consequéncia de:

a) hiperplasia das células do sistema

reticulo-endotelial, com diferenciago plasmocitiria e produgio de y-globulina, tal

como ocorre nas respostas priméria e secundaria a injegdo de antigenos;
e se manifesta na dilatacio dos seios ve-

gestdo venosa, que aparece tardiamente
nosos com hiperplasia e hipertrofia da

b) con-

trama reticulinica.

INTRODUCAO

Em camundongos experimentalmente in-
fectados com cercarias do Schistosoma man-
soni observou-se um aumento progressivo do
volume do bago a partir da segunda semana
apbs a infeccdo. No intuito de melhor elu-
cidar o aspecto e a natureza das alteracGes
morfolégicas que acompanham éste aumento
de volume esplénico, os bagos de camundon-
gos infectados foram examinados, em dife-
rentes periodos de evolucdo da doenga, por
intermédio de técnicas histologicas, histoqui-
micas e imunocitoquimicas.

MATERIAL E METODOS

Camundongos brancos (Webster), de am-
bos os sexos, pesando em térno de 20-25 g,
foram infestados com cercirias de S. man-
soni, em numero aproximado de 50 cerca-
rias para cada um. Os animais foram sa-
crificados semanalmente a partir da segunda
até a décima semana apds a infeccdo, sendo
que quatro animais foram sacrificados apds
18 semanas.

Dois a quatro animais foram sacrificados
de cada vez, sempre acompanhados de um
animal controle, ndo infectado.

Ao todo foram estudados 25 camundongos
infectados e 9 contrdles. Os animais foram
sacrificados por secgdo da aorta abdominal,
apbs anestesia pelo éter e abertura da pare-
de abdominal.

Para estudo hisioldgico os fragmentos de
tecido esplénico foram fixados em formol
neutro a-10% e em liquido de Carnoy. As
seccbes em parafina foram coradas pelos se-
guintes métodos: hematoxilina-eosina, anili-
na azul de Mallory para tecido colageno, re-
sorcina-fucsina de Weigert para fibras elds-
ticas, verde de metila-pironina para estudo
de basofilia citoplasmatica. As secgbes fo-
ram também impregnadas pela prata segun-
do o método de Gomori para fibras reticu-
lares.

Para estudo histoquimico as secgbes em
parafina foram tratadas pelo método do PAS
antes e depois de submetidas & agio da dias-
tase.

Para o estudo do comportamento da fosfa-
tase acida os fragmentos de bago foram fi-
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xados em formol a 109% em solugdo de clo-

reto de calcio a 1%, pH 7,2, e os cortes por’

congelacio foram submetidos a um método
diazonico modificado 2, utilizando-se o fosfa-
to de a-naftil como substrato e o hexazdnio
de pararosanilina como indicador.

Para estude imunoctioquimico pequenos
fragmentos de tecido esplénico foram conge-
lados instantdneamente numa mistura de gé-
lo séco e isopentano a —70°C. Foram cor-
tadas secgbes de 5 micra de espessura em
um criostato, as quais foram depois secadas
ao vacuo e fixadas em acetona desidratada.
As secces foram entdo lavadas em solugdo
salina tamponada, pH 7, e postas em con-
tato com algumas gélas de uma solucio fluo-
resceinada de anti-y-globulina do camundon-
go. Apds lavagem em salina, as seccBes fo-
ram montadas em glicerina tamponada e exa-
minadas num microscépio Zeiss com luz ul-
tra-violeta, utilizando-se uma Idmpada Osram
200, dois filtros excitadores 2BG-12 e um
filtro barreira 0G5.

A antj-y-globulina -foi preparada em coe-
lhos, usando-se como antigeno a y-globulina
do soro” do camundongo precipitada pelo
sulfato de aménio e purificada através pas-
sagem pela coluna de celulose 8. A fragio

y-globulina "do anti-sére foi conjugada com
o isotiocianato de fluoresceina ', Imediata-
mente antes .do uso, o. anti-séro. conjugado
era adsorvido . com po de figado de porco
‘ou de medula. éssea para’ se evitar a fluo-
Tescéneia ndo especifica.

RESULTADOS

_Animais contréles — Os aspectos histolé-
‘gicos observados nos bagos déstes animais
foram comparéveis aqueles que t8m 51d0 des-
‘critos para o camundongo normal?,

A maijor parte do tecido esplemco era
constituida pela polpa branca. FEsta era re-
presentada por nédulos de_ tecido 'linféide
mo interior dos' quais apenas algumas pou-
cas células davam reacfo citoplasmaitica po-
sitiva para fosfatase 4cida. "Ai ndo se ob-
servavam células com fluorescéncia especi-
fica para y-globulina.

Nas coloragdes de rotina os principais- ele-
mentos celulares nos nédulos linféides eram
dotados de nucleo pouco dense, com croma-
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tina granular e nucléolo bem evidente e com
um  halo citoplasmético levemente baséfilo.

As figuras de mitose foram observadas
raramente,

No espaco deixado entre os nédulos lin-
f6ides, a polpa vermelha se dispunha em
estreitas faixas, com muitas hemdcias difu-
samente distribuidas tanto nos seios venosos
como nos corddes esplénicos. Estes tltimos
apresentavam muitas células que davam rea-
¢do positiva para fosfatase acida e que se
distribuiam de modo regular e difuso, por

- vézes enfileiradas entre as malhas de feixes

reticulares.

Foram observadas algumas poucas célu-
las na polpa vermelha mostrando fluorescén-
cia especifica para.y-globulina. No seio da
polpa vermelha foram observados focos de
mielopoese, identificados pela presenca de
hemacias nucleadas, leucocitos jovens e me-
gacariécitos.

Animats infectados — O aumento progres-
sivo do volume esplénico -dos animais “infec-

tados -estd representado na figura 1. -Nos
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Fig. 1 — Péso do baco em relacdo ao péso

corporal de camundongos infectados pelo Schi-

stosoma mansoni (A) e contrdles (B) segundo
" . 0 tempo de evolucdo da infeccdo.
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bagos déstes animais o1 observada uma sé-
rie de alleraghes, tanto na polpa vermelha
como na liranca, gque mostraram uma inlen-
silicagiio progressiva com o passar do tempo.

Flg. 2
lag em mitose. Uma estreits faixa de linfo-
vilos delimita a  periferia da polpa branca.
Nu polpa vermelha hid numerosas célulag re-
Liculares e Toeos de mielopoese. Animal com
infeccio de 3 semanas, (FLE, 2005,

A polpa brance exibe muilas célu-

a) Polpa brance Az modilicacies nos
foliculos eram representadas pela ampliagio
oz seus didmelros e pelo apagamento dos
seus limites periféricos. Nos estidios mais
avancados havia atrolia progressiva dos lo-
liculos linfdides,  As figuraz de mitose nas
primeiras semanas eram proeminentes | Fig.
21, U= niodulos linféides tornavam-ze me-
nos compactos, ao lempo em que havia um
cerlo gran de edema e o aparecimento de
muitas células de citoplasma amplo e niti-
damente basafilo, A téenica para fosfatasze
acida demonstrava muitas eélulas fosfatase-
positivas, em contraste com o que foi obser-
vido nos contriles,  Raramente foi observa-
da a presenca de cflulas cujo citoplasma e
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impregnava com a anti-y-globuling  uores-
ceinada. ao ser empregada a téenica imuno-
ciloquimica, principalmente nos estidios tar
“dios da infeccio.

by FPelpa vermelha — As alteraghes na
polpa vermelha variaram segundo a fase da
infeeciio.  Da segunda alé a oitava semana
apos o infeccdo. a polpa vermelha era mwi-
lo celulosa, engquanto que dai alé a décima
oilava semana e lornavam proeminenles os
spectos  congestives.  Nas  fases  mais
viais havia hiperplasia e hiperirofia das cé-
lulas reticulares presentes nos cordoes esplé-
nicos ¢ no revestimente dos seios venosos,
Estes azpeclos eram coincidentes com a pre-
senca de muilas células exibindo intensa rea-
cio citoplasmdtica para fosfatase dcida { Fig,
3, localizadas e dizstribuidas da mesma ma.
neira gque as células reticolares. A colora
gao para atividade fosfatdsica fazia-se sob
a forma de pequencs grios difusamente dis-
tribuidos no citoplasma celular, nio sendo
observada coloragio nuelear nas preparacies,

mi-

Flg. 8 — Muitas oflulas com reacho positiva
para fosfatase dcida locallzadaz no centro da
polpa branca e difusamente distribuldas pela

Infeccin de 3 semanas. (Mé-
diazdnice de Barka. 1005,

polpa vermelhe.
Lol
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Az eélulas que davam reagio de losfatase
arida mostravam tendéncia a formar peque-
nas coleghes nodulares (Figo 41, a partir
da oitava semana apos a infeccio,

Fig. 4 -
vermelha mostrando tendéncia a Tormar pe-
quenos  acdmulos nodutares,  Tnlfecefio de 10
semanas. (Metodo diazonieo de Barka, 2000 y.

Células fosfataze-positivas na polpa

Ao lade das células reticulares apareciam
muilas eélulas que exibiam moderada ou in-
tensa pironinofilia ciloplasmitica, A maio-
riaz exibia citoplasma abundante, denso e ni-
clea  arvedondado,  ligeiramente  excéntrico,
com  nilida  membrana  nuelear.  cromatina
dispersa em grios grosseiros ¢ nucléolo pouco
evidente,  Fulre estas eélulas se siluavam al-
guns plasmicitos. maduros, dotades também
e intensa basofilia citoplasmitica,

Os plasmécitos, bem como as células reti-
culares, por vézes exibiam material granuo-
lar PAS positive didstase-resistente. no cito.
plasma.  Este dltimo aspecto, como os de-
mai= cilados, lambém mostrava intensifica-
gio progressiva com o progredic da infeccin,

U= focos de mielopoese mostraram-se [re-
quentes, sendo que os plasmacilos e as eé-
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Iulas plasmocitéides eram ai o= elementos
predominantes,

“A léenica  imunocitoguimica revelon um
anmento progressive do namero de  células
com fluorescéneia ciloplasmidtica verde-maci,
especilica para y-globuling (Fig, 5). Eslas
células foram identificadas como plasméci-
tos pela presenca de niwleo excéntrico ¢ tam-
bem pela ohservacio de suas caracterislicas
citologicas quando as secches tratadas pela
anti-y-globuling  fluoresceinada foram  poste-
riormente submetidas = coloracies de vo-
Lini,

Fig. 5 — Beccio de baco tratada com anti-

v-globulina  fluoresceinada  de  camundongo.

Aparecern multas ¢dlulag com  fluorescincla

especifica na polpa vermelha. Infeccio de 5
semanas. (2009,

As eélulas  contendo  y-globulina  distri-
lmiam-se difusamente pela polpa vermelha,
formando por vitzes pequenos fovos de aden-
samento.  Por volla da décima oitava  se-
mana apos a infeccio estas células =e lor-
navam particularmente numerosas (Fig, 6),
Nasz secghes examinadas =ob luz ultra-violeta
foi oheervado material amorfo com intensa
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Fig, G
s=plobulina

Seeeiio de baco tratadsa pela antl-
camundongo,
Zona o polpa yvermelba com numerosas  co-
lulas  contendo s-globuling.  Infeecio de 18
somanas, (2500,

Muoreseeinada de

avermelhada,  identificado
e como o pigmenlo de desgasle,

putofluoresedmein

provive
lipoluseina,

A presenca de ovos do S0 mansond loi e
gistrada excepeionalmente. Quando tal ocor.
ren foram notados numerosos ecosindfilos na
polpa esplénica.

Nos animaiz sacrificados na décima e dé.
cima ollava semanas apos a infecgio, o qua-
dro hislologico era caracterizado pela pre-
ponderineia * da  polpa vermelha sobve a
branca. lsto se dava em virtude da  dila-
tacan ¢ congestio dos seios venosos | Fig,
71 e de um certo gran de atrofia dos fo-
liculos  linfdides, com esta di-
latagio dos seios venosos se Taxin um diluso
vepessamento  da trama  relicalar, a0 qual

Coincidente

e aerescia nitido aumento nomerico dos fi-
hrilas (Fig. #). Por vézes havia espessa-
mente coligeno das paredes dos seins veno-
Nio foram
ohservadas lestes vasculares evidenles,

soz e das trahérulas eaplénicas,

Fig. T — Seegin de bago mostrando polpa

voermelha multo alargada, com sinusdides con-

gestos e varlns focos de miclopoese, Infeccio
de 15 semanas. (H.E. 100x 7.

COMENTARIOS

Virios autores. bascados em estudo de ma-
tevial humane ™ ' ou em observaches expe-
rimenlais ®, 1#m sugerido que a esplenome-
galia da esquistossomose surge em conse-
qiéneia da atuacio de deis Tatdres Tunda-
menlais:  a)  congestio venosa  dependente
da hiperlensio portal; L) hiperplasia dos
clementos do sistema reticulo-endotelial - do
bago. O presente estudo vem em apoio des-
la sugeslio. A ulilizacio das teenieas histo-
quimicas ¢ imunocitogunimicas permite  ca-
raclerizar melhor o tipo ¢ o nalureza das
alleraghes maorfoldgicas que condicionam o
aumento do volume esplénice. A prolifera-
cio de eélulas do sistema reticulo-endatelial
teelulas reticulares) & posta em evidéncia
pela demonstracio de alividade fosfatisica
dcida no citoplasma destas células. A fos-
fataze dcida. assim como muitaz outras hi-
drolases com dtimo pH avido, parece estar
contida no interior de organelas denomina-
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Fig. &
¢ hipertrofia da trama reticulinica.  Infecclho
e 15 semanas, (MEtodo de Gomori, S0,

Seccho de baco modtrando hiperplasia

das lizosomaz . Oz lizosomas eslfio presen-
tes em o algumas células epiteliais, mas  as
velulas do sistema reticulo-cndotelial sio par-
ticularmente ricas nestas organclas.  Bagia
ef al' sugeriram que o sistema relieulo-en-
dotelial poderia ser definido como  aguéle
[ormado por células dotadaz de um zistema
de lizozomaz allamente desenvolvido,  Desta
maneira, a caraclerizacio das células reti-
culares, pela demonstragio da atividade fos-
falisica dcida, parece zer um meio mais ade-
quade que agquéle baseado no estudo de ca-
racleristicas ciloldgicas nas coloragbes de ro-
lina ou na demonstracio de metalofilia 1.
que depende de um método  de resuliados
inconslantes ¢ que poderd apresentar arte-
fatos. Também o mélodo diazonico que foi
empregado produz resullados mais  constan-
tes ¢ com methor localizacio do que oz que
sio obtidos com g léenica original de Co-
MO

O camundongo inlectado com o 5. man-
soml exibe, de maneira precoce. inlensa e
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conlinuada, uma proliferacio dos elementos
reficulo-endoteliais do baco, tanto na polpa
vermelha como na branca. Em ambos o=
locais tal proliferacao acompanha-se do apa-
recimento de muitas células . com  pironine-
filia rcitoplasmitica e eslas células exibem
varios graus intermedidrios de diferenciacio
no sentido plasmocitario.  Também pode ser
obeervado o aparecimento de material PAS
positive. no citoplasma  de algumas  células
proliferadas, Fstes achados se  superpdem
aqueles de TEiem " gue, ao fazer injeches
repelidas  de antigenos, verificon um  eciclo
de secrecio de material PAS posilive nas
células reticulaves. Ao lado déstes achados.
a demonstragao imunocitoquimica de que hi
um aumento progressive de células plasma.
ticas contendo y-globulina nos corddes esplé-
nicos, permite-nos deduzir que o estimulo
avs elementos do sistema reticulo-endotelial
(resultando em proliferacio de células reti-
culares. diferenciagio plasmocitiria e produ-
gio de y-globulina) se faz sdbre uma base
imunaligica.  Realmente, o quadro ohserva-
do & semelhantc ao que tem sido descrilo
nas respostas primaria e secundaria do e-
vido linfo-reticular do  ginglio linfitico © «
do bago ' a injecio de antigenos. ) pre-
senle estudo ndo delermina que tipo ou -
pos de antigenos estio em jézo nos camun-
dongos infectados pelo S. mansoni. mas é
hem provavel que éles resultem dos produ-
tos do parasito, Recenlemente foi demons-
trado. com mélodos imunocitoquimices, a
presenga de material allamente  antigénico
no dve ¢ no 8. mansoni adulto * e, histoqui-
micamente, foi verificado que o principal
componente  antigénico do ove & provivel-
mente de Lipe polissaciride complexo ®,

Os aspectos  congestivos.  dependentes  da
instalacin da hipertensio portal, s se tor.
naram morfolégicamente evidenles no nosso
malerial nos periodos mais tardios da in-
leegan, A distensio dos seios venosoz pelo
sangue lornon proeminente a polpa verme
lha e obscurecen as modilicactes celulares
obzervadas nas coloragtes de roling, 0 es
pessamente da  lrama  reliculinica  pareece
lerse dado em conseqiiéncia da  distensio
do= selos venosos pela congestio.  Esles as-
pectos congeslivos s8o interpretados como de
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grande importancia na patogenia da esple”
nomegalia, apesar do seu aparecimento tar-

dio.

SUMMARY

Experimental aspects of schistosomotic
splenomegaly.

Histological, histochemical and immuno-
cytochemical techniques applied to an in-
vestigation .on the nature of the splenic
changes seen in Schistosoma mansoni in-
fected mice, demonstrated that the spleno-
megaly present was due to: a) Hyperplasia
of reticulo-endothelial cells, followed by
plasma cell differentiation and the production
of vy-globulin (antibodies); a reaction ap-
parently similar to the primary and second-
ary responses observed in lympho-reticular
tissue following injections of antigens; b)
Chronic passive congestion due to portal
hypertension, a late change inducing sinus
engorgement and hypertrophy and hyper-
plasia of reticular fibrils.
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