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APRESENTACAO

A interdisciplinaridade é fruto da tradicdo grega, onde os programas de ensino
recebiam nome de enkuklios Paidéia e com objetivo de trabalhar a formacgédo da
personalidade integral do individuo, acumulando e justapondo conhecimentos e articulagéo
entre as disciplinas. A partir da década de 70 esse conceito se tornou muito enfatico em
todos os campos do conhecimento, inclusive nas ciéncias médicas.

Sabemos que a salude apresenta-se como campo totalmente interdisciplinar e
também com alta complexidade, ja que requer conhecimentos e praticas de diferentes areas
tais como as ambientais, clinicas, epidemioldgicas, comportamentais, sociais, culturais etc.
Deste modo, o trabalho em equipe de saude, de forma interdisciplinar, compreende agdes
planejadas em funcdo das necessidades do grupo populacional a ser atendido nao se
limitando as definigdes exclusivistas de cada profissional.

Tendo em vista a importancia deste conceito, a Atena Editora nas suas atribuicdes
de agente propagador de informagéo cientifica apresenta a nova obra no campo das
Ciéncias Médicas intitulada “Medicina: Ciéncias da Saude e Pesquisa Interdisciplinar”
em seis volumes, fomentando a forma interdisciplinar de se pensar na medicina e mais
especificadamente nas ciéncias da saude. E um fundamento extremamente relevante
direcionarmos ao nosso leitor uma producgéao cientifica com conhecimento de causa do seu
titulo proposto, portanto, esta obra compreende uma comunicac¢ao de dados desenvolvidos
em seus campos e categorizados em volumes de forma que ampliem a viséo interdisciplinar
do leitor.

Finalmente reforcamos que a divulgagéo cientifica é fundamental para romper com
as limitagcbes ainda existentes em nosso pais, assim, mais uma vez parabenizamos a
estrutura da Atena Editora por oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para estes
pesquisadores divulguem seus resultados.

Desejo a todos uma proveitosa leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Introducao: O baco tem fungées
basicas  hematolégicas e  imunologicas,
sendo o maior 6rgdo linfoide do organismo.
E um 6rgdo pouco estudado, comparado aos
demais Orgados soOlidos. Nas Ultimas décadas
ficou evidente que a auséncia total do baco,
geralmente por esplenectomia, e hiposplenia
estdo associadas a varias doencas, tais como
anemia falciforme, cancer, infeccdo por HIV. A
diminuicdo da fung¢édo esplénica pode predispor
a eventos tromboembodlicos e muitas vezes
leva a deficiéncias imunologicas. Por exemplo,
em casos clinicos de COVID-19 foi demostrada
faléncia esplénica; em modelo experimental
de infeccdo por SARS-CoV-2 foi observada
linfopenia clinica e atrofia esplénica. Objetivos:
Este capitulo retne as principais informagdes
da atualidade sobre o bago e a sua participagéo
na Medicina Regenerativa com o intuito de
difundir o conhecimento deste 6rgéao e as novas
perspectivas de seu uso para o delineamento de
estudos interdisciplinares de modelo in vitro de
doenca, triagem de drogas e tratamentos, além
de sua aplicagdo no ambito da Hematologia e
da Imunologia. Métodos: Este trabalho é uma
revisdo bibliogréafica tradicional ou narrativa da
literatura que analisou estudos publicados entre
os anos de 2000 a 2020, nos idiomas portugués
e inglés, utilizando os descritores: baco, medicina
regenerativa, terapia celular, engenharia
tecidual, organdides, descelularizagdo, medicina
translacional. Resultados: Diversos avangos na
area de Medicina Regenerativa e Engenharia
Tecidual do baco foram observados no século
XXI, onde o0s pesquisadores: a) criaram
o primeiro dispositivo de bacgo artificial; b)
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descobriram uma grande variedade de células-tronco adultas pluripotentes no estroma do
orgéo; c) comprovaram sua atuagéo na regeneracdo de células produtoras de insulina de
ilhotas pancreaticas; d) elucidaram mecanismos da regeneragéo esplénica; e) demonstraram
seu potencial uso diagnéstico em imunotoxicidade a biomateriais; f) seu uso em tratamento
do acidente vascular cerebral isquémico; g) sua capacidade de suportar a hematopoiese
e mielopoiese; h) desenvolvimento de protocolos para geragdo de organéides esplénicos
que podem ser utilizados em diversas aplicagdes; e, i) a geracao de arcaboucos biolégicos
de matriz extracelular esplénica descelularizada, servindo de suporte para tecido hepatico,
pancreatico e esplénico engenheirado. Conclusao: O bagco vem se mostrando um 6rgéo
versatil e com mdltiplas aplicabilidades em Medicina Regenerativa. Podemos vislumbrar que
novos estudos surgirdo ndo so6 para a geragao de um bago bioartificial compativel e funcional,
mas também, em sua grande maioria, utilizando o bago como ferramenta de estudo e
aplicacao nas diversas areas acima mencionadas.

PALAVRAS-CHAVE: baco, Medicina Regenerativa, Terapia Celular, Engenharia Tecidual,
organdides, descelularizagao, arcabouco bioldgico de bago.

SPLEEN AND REGENERATIVE MEDICINE

ABSTRACT: Introduction: The spleen has basic Hematological and Immunological
functions, being the largest lymphoid organ in the body. It is a poorly studied organ compared
to other solid organs. In recent decades it has become evident that the total absence of the
spleen, usually by splenectomy, and hyposplenia are associated with several diseases, such
as sickle cell anemia, cancer, HIV infection. Decreased splenic function can predispose to
thromboembolic events and often leads to immune deficiencies. For example, in clinical cases
of COVID-19 splenic failure has been demonstrated; in an experimental model of infection
by SARS-CoV-2 clinical lymphopenia and splenic atrophy were observed. Objectives: This
chapter assemble the main current information about the spleen and its participation in
Regenerative Medicine showing new perspectives of its use for the design of interdisciplinary
studies of in vitro model of disease, screening of drugs and treatments, in addition to their
application in the field of Hematology and Immunology. Methods: This work is a traditional
literature review that analyzed studies published between 2000 and 2020, in Portuguese and
English, using the descriptors: spleen, regenerative medicine, cell therapy, tissue engineering,
organoids, decellularization, translational medicine. Results: Several advances in the area
of Spleen Regenerative Medicine were observed in the 21st century, where researchers:
a) created the first artificial spleen device; b) discovered a wide variety of pluripotent adult
stem cells in the organ’s stroma; c) its action in the regeneration of insulin-producing cells
from pancreatic islets; d) elucidated mechanisms of splenic regeneration; e) demonstrated
its potential diagnostic use in immunotoxicity to biomaterials; f) its use in the treatment of
ischemic stroke; g) its ability to support hematopoiesis and myelopoiesis; h) development of
protocols for the generation of splenic organoids that can be used in different applications;
and, i) the generation of biological scaffolds of decellularized splenic extracellular matrix,
serving as support for engineered hepatic, pancreatic and splenic tissue. Conclusion: The
spleen has proven to be a versatile organ with multiple applications in Regenerative Medicine.
We can foresee that new studies will emerge not only for the generation of a compatible and
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functional bioartificial spleen, but also, for the most part, using the spleen as a study and
application tool in the various areas mentioned above.

KEYWORDS: spleen, Regenerative Medicine, Cell Therapy, Tissue Engineering, organoids,
decellularization, spleen biological scaffolds.

11 INTRODUGCAO

Obacgo éum 6rgéo sélido cujas fungdes béasicas sédo fundamentalmente hematolégicas
e imunolégicas. E um érgéo pouco estudado, comparado aos demais 6rgéos sélidos, sendo
visto ainda como um 6érgao nao vital. A rotulagdo do bago como néo vital tem feito com
que ndo se dé muita importancia a sua remocéo parcial ou completa (esplenectomia /
esplenectomia total) em pacientes. Também impactou na Pesquisa Cientifica, onde pode-
se observar bem menos investimentos no estudo do bago, inclusive na Engenharia de
Tecidos, em comparagé@o com outros érgéos.’

Porém, trabalhos recentes relatam que o bago: a) possui uma grande variedade de
células tronco adultas pluripotentes; b) tem a capacidade dar suporte a hematopoiese; c)
pode ser usado em diversas abordagens em imunoterapia; d) gera arcaboucos biologicos
viaveis; e, ainda, e) pode ser utilizado em modelos diagnésticos. Com isso, tem atraido a
atencédo no setor de Pesquisas, principalmente o campo da Medicina Regenerativa.

Este capitulo retne as principais informagbes da atualidade sobre o baco e a sua
participacdo na Medicina Regenerativa, com o intuito de difundir o conhecimento deste
6rgdo e mostrar as novas perspectivas de seu uso para o delineamento de estudos
interdisciplinares de modelo in vitro de doenca, triagem de drogas e tratamentos, além de
sua aplicagdo no ambito da Hematologia e da Imunologia.'™

21 METODOLOGIA

Esse capitulo foi elaborado a partir de uma reviséo bibliogréafica tradicional ou
narrativa da literatura, de carater descritivo, com abordagem qualitativa. Este tipo de
revisdo tem como objetivo descrever ou discutir o desenvolvimento ou estado da arte de
um determinado assunto do ponto de vista teérico ou contextual. Apresenta uma tematica
mais aberta, ndo exigindo um protocolo rigido para sua confecg¢ao; além disso, a busca das
fontes ndo é predeterminada. Esta categoria tem um papel fundamental para a educagéo
continuada, pois permite ao leitor adquirir e atualizar o conhecimento sobre uma tematica
especifica em um curto espago de tempo.?

A coleta de dados foi feita a partir da literatura disponivel nas bibliotecas
informatizadas, incluindo: Scientific Eletronic Library Online - SciELO, Biblioteca Digital
USP - Teses, Biblioteca Virtual de Salude — BIREME e National Library of Medicine —

1" Esta revisdo faz parte do projeto de Iniciacdo Cientifica da primeira autora, pelo Programa Institucional de Bol-
sas de Iniciagdo Cientifica (PIBIC) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) — Processo
136832/2020-2 (2020-2021).
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PubMed. Os critérios para selecéo das publicagcdes foram relacionados a bago, Medicina
Regenerativa, Terapia Celular, Engenharia Tecidual, organdéides, descelularizagéo,
Medicina Translacional. Estudos publicados entre os anos de 2000 a 2020, nos idiomas

portugués e inglés.

31 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O Baco

O bago é um o6rgdo encontrado em praticamente todos os vertebrados,
desempenhando um papel na homeostase eritrocitaria, no metabolismo do ferro, além de
atuar como um filtro e na geracao de respostas imunes antigeno-especificas que protegem
o corpo contra infecgdes bacterianas, virais e fungicas transmitidas pelo sangue. E o maior
6rgéo linfoide do organismo, pesando cerca de 150 a 200 gramas, localizado no hipocdndrio
esquerdo, sob a protegdo da arcada costal, apresentando uma relagdo anatémica com o
fundo do estdmago, pdlo superior do rim esquerdo e a cauda do pancreas. Suas fungbes

béasicas sdo fundamentalmente hematolégicas e imunolégicas.?

3.1.1 Breve Historico

O baco foi por muitos séculos considerado um 6rgéo misterioso com fungdes incertas.
As primeiras descri¢cdes do bago datam de tempos remotos, uma das mais antigas é de por
volta de 1500 a.C. no papiro de Ebers. O termo bago, através de analise etimolégica, indica
que as palavras usadas para indicar o érgédo nas diferentes linguas estavam relacionadas
principalmente a sua anatomia (forma e cor) do que a sua fungdo, uma vez que esta
ainda era desconhecida. O bago foi associado inicialmente a um reservatério de liquidos
estritamente ligado a digestéo estomacal e, em diferentes culturas, a melancolia e a tristeza
pelo acimulo de bile negra. Sua descricdo anatémica detalhada foi feita pela primeira vez
por Vesalius durante a Renascenca, e posteriormente implementada com a descricao de
sua estrutura microscoépica por Marcello Malpighi no século XVII. Os primeiros relatos de
caso relacionados as fungbes e patologia do bago discorriam sobre causas comuns de
esplenomegalia, como infecgdo por maléaria e ruptura traumatica. No inicio do século XIX,
resumiu-se as principais caracteristicas e fungdes do baco e os conceitos fundamentais
de hipo e hiperesplenismo, juntamente com as evidéncias cumulativas da relagdo entre a
remocgéo do bago e o0 aumento da suscetibilidade a infecgbes e tromboembolismo.#

3.1.2 Embriogénese esplénica

A origem embrionaria do bago em humanos tem inicio na 5* semana de gestagéo a
partirdamesoderme esplénicaintraembrionaria. Entre a 6%e 72 semanas de desenvolvimento,
a rotacéo do estbmago e o desenvolvimento do mesogastrio dorsal causam o movimento
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do bago de sua localizagédo original no plano mediano em direcdo ao lado esquerdo da
cavidade abdominal. No final da 12% semana, a atividade hematopoiética, que era exercida
pelo figado, é reduzida, e o bago assume essa funcédo até a 28* semana de gestagéo,
quando a medula 6ssea se torna o principal local deste processo. Além disso, durante o
periodo fetal inicial o bago tem morfologia lobular (bago lobulado), que vai desaparecendo
lentamente e ndo é mais observavel no nascimento.>”

3.1.3 Histologia

O baco é circundado por uma camada fibroelastica (peritbnio visceral) e possui
duas superficies: a visceral e a diafragmatica. A visceral possui areas com protuberancias
associadas aos orgdos adjacentes ao bago como o estdbmago, pancreas, colon e rins.®
Na regido central dessa superficie visceral existe uma fissura denominada hilo, que traz o
acesso a veias, artéria e componentes nervosos esplénicos. Ja a superficie diafragmatica
é completamente arqueada e uniforme e esta intimamente relacionada com o inferior do
diafragma.”

O abastecimento de sangue arterial ocorre através da artéria esplénica, que alcanga
0 bacgo pela conexao esplenorrenal, onde a origem arterial é do tronco celiaco, que surge
a partir da aorta abdominal. A drenagem venosa ocorre pela veia esplénica (na qual a veia
mesentérica inferior termina), que ao se unificar com a veia mesentérica superior d4 origem
a veia porta. A inervagao ocorre pelos nervos autbnomos do plexo celiaco, que abastecem
0 bacgo tanto com nervos simpéticos quanto parassimpaticos. Esses nervos formam o plexo
esplénico, que chegam ao hilo ao longo da artéria esplénica e seus ramos.” A regido do hilo

€ ilustrada de forma esquemaética na Figura 1.
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Figura 1.: O Bago - anatomia e histologia. A Figura ilustra o bago macroscopicamente. A Figura
também ilustra microscopicamente a distribuigdo do parénquima e do estroma, destacando a capsula
esplénica, as trabéculas, a polpa branca e a polpa vermelha, além da presenga dos vasos sanguineos.

Fonte: os autores, utilizando um molde disponivel gratuitamente em: https://commons.wikimedia.org/
wiki/File:201405_spleen.png.

Histologicamente o bago pode ser dividido em parénquima e estroma. O parénquima
€ a parte funcional do tecido, dividido por sua vez em polpa branca e polpa vermelha.
O estroma contém os componentes que mantém a estrutura do 6rgéo, e compreende a
capsula (camada fibroelastica), as trabéculas e uma extensa rede de fibras reticulares
compostas por tecido conjuntivo.® (Figura 1) Na composicdo de um corte histologico de
bacgo, é possivel observar as seguintes estruturas na polpa branca: bainha periarteriolar,
onde os linfécitos T estdo em maior numero, e foliculos linfoides, onde temos a presenca
de um centro germinativo com predominancia de linfocitos B. Na polpa vermelha temos a

presenca de artérias, corddes e sinusoéides esplénicos.® ®

3.1.4 Fisiologia

As funcdes bésicas do bago, como acima j& assinalado, sdo fundamentalmente
hematol6gicas e imunolégicas. Ja foi previamente reportado que sua fungéo fagocitaria
representa 25% do total de fagocitose do organismo, e que a sua auséncia provoca uma
incapacidade na remogao de bactérias e células revestidas por anticorpos da circulagéo,
além de ser possivel observar um retardo no aparecimento e titulos maximos mais baixos

de anticorpos.’
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A funcdo hematolégica do baco é realizada pela polpa vermelha, que tem em sua
estrutura um sistema venoso complexo que lhe da a capacidade de remoc¢éo de hemécias
e plaquetas alteradas, mesmo que por envelhecimento, mantendo assim sua homeostase.
Essa dindmica tem inicio quando o sangue chega aos corddes da polpa vermelha; nesses
corddes existem inUmeros macréfagos que irdo fagocitar as células alteradas que ficaram
presas na estrutura da polpa vermelha. Os macréfagos as degradam, e os constituintes
celulares que estéo no interior do macrofago séo reutilizados em outros locais, como, por
exemplo, o ferro, que serd reutilizado na hematopoiese pela medula 6ssea ou na sintese
de biliverdina hepatica, que originara a bilirrubina.>'2

Jé a fungéo imunoldgica do baco € desenvolvida pela polpa branca que € organizada
em nodulos linfoides, com compartimentos de células T e B, ao redor dos vasos arteriais
ramificados, de modo que se assemelha a estrutura de um linfonodo. A correta organizacao
e manutencéo da polpa branca é controlada por quimiocinas especificas que atraem células
T e B para seus respectivos dominios, estabelecendo zonas especificas dentro da polpa
branca. A zona de células T é chamada de bainha linfoide periarteriolar porque se forma em
torno da arteriola central que atravessa a polpa branca em dire¢éo a fronteira com a polpa
vermelha. As zonas de células B sé&o os foliculos e centro germinativo durante a resposta
imunologica ativa.>'2

As células B tem seu papel essencial na imunidade humoral, mas além disso
medeiam / regulam muitas outras fun¢des essenciais para a homeostase imune, como:
apresentacdo de antigenos para células T, coestimulacdo de células T, manutengcdo do
balango de citocinas, regulagéo de células dendriticas, producéo de citocinas, organogénese
de tecidos linfoides, imunidade tumoral, rejeicdo a transplantes e reparo tecidual. Além
disso, € descrito na literatura que alteragbes no desenvolvimento de células B levam a
certos tipos de imunodeficiéncia congénita, leucemia / linfoma e doenca autoimune.'

Uma vez danificado, o bago tem a capacidade de se regenerar, bem como a
capacidade de autotransplante em outras partes do corpo, um processo conhecido como
esplenose. Assim, esse crescimento regenerativo do bago é frequentemente aproveitado
na Medicina para regenerar bacos danificados por meio de uma esplenectomia parcial,
subtotal e até mesmo em autotransplante esplénico. 4

s2 Medicina Regenerativa

Adefinicdo mais utilizada para a Medicina Regenerativa é o uso de diferentes campos
da ciéncia manuseando células, principalmente células tronco, ou produtos organicos que
tem um grande potencial de diferenciagcdo além da engenharia de tecido para restaurar,
manter, melhorar ou substituir 6rgédos, devolvendo assim as suas fun¢des perdidas devido
a uma doenca base. Postula-se que qualquer produto biolégico com competéncia de
estimular o recrutamento de células-tronco, proteinas e outros fatores de regeneragéo
tecidual pertencem a area de Medicina Regenerativa. Assim, a Medicina Regenerativa tem
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como base a recuperacéo, substituicdo ou a reconstrugéo de tecidos, e € baseada em trés
grandes pilares: engenharia de tecidos, biomateriais e terapia celular.s'8

Mesmo com os avancgos obtidos na Medicina nos ultimos anos, algumas lesdes
patolégicas ndo sdo completamente recuperadas, diminuindo assim a qualidade de vida
do paciente. Assim, estudos nessa area tem se aperfeicoado nos ultimos anos, utilizando
inumeras abordagens como enxertos, materiais, arcaboucos, fatores peptidicos de
crescimento e diferenciacéo celular, que controlam a formagéo dos tecidos e manipulagéo
de fontes celulares.™ 20

A abrangéncia desta inovagéo favorece a otimizacdo de tecidos e 6rgaos para o
tratamento de tecidos injuriados ou degenerados.?'2* Mais recentemente voltou-se a atengéo
para as células-tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés induced pluripotent stem
cells) que tornam a terapia celular com células autélogas uma expectativa da realidade
para a medicina translacional, e esses avancos estéo cada vez mais rapidos a caminho da
pratica clinica.?*

Em Medicina Regenerativa a restauracéo das funcionalidades do 6rgéo através do
uso de células é chamada de Terapia Celular. Atualmente as mais usadas sdo as células-
tronco, que estéo divididas em: células residentes, progenitoras adultas multipotentes e as
embrionarias, além de bombas de fatores tréficos que tem a capacidade de estimular as
células-tronco residentes para proliferar e diferenciar no tecido alvo.?* 2

Assim como o transplante de 6rgéos, a Terapia Celular é indicada, porém com uma
vantagem de nao ter a necessidade de uma complicada cirurgia, e ainda alcangar um
publico maior diminuindo assim a fila dos transplantes.?®

Atualmente existem algumas terapias ja estabelecidas como as terapias de sangue?*,
pele artificial derivada de queratinécitos?, implante de condrécitos autdlogos em defeitos
condrais?, células do limbo corneano?® e transplante de ilhotas pancreaticas.®

3.3 0 Baco na Medicina Regenerativa

Pelo fato do bago desempenhar um papel vital na filtracdo do sangue, um dos
maiores fatores de motivacéo para o desenvolvimento de um dispositivo de bago bioartificial
ou artificial sdo seus beneficios potenciais no tratamento da sepse. A sepse € causada pela
disseminagéo descontrolada de patdgenos infecciosos e liberagéo de toxinas, levando ao
desenvolvimento de uma Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS). A sepse é
responsavel anualmente por cerca de 8 milhdes de mortes decorrentes de complicagbes e
acometimento de 18 milhdes de pacientes, em todo o mundo.®

Em 2008, Grikscheit et al.' comprovaram que miniestruturas funcionais de baco
engenheirado protegiam ratos esplenectomizados contra septicemia bacteriana de forma
superior a ratos que foram transplantados com fatias de bacgo (similar ao auto transplante
empregado na clinica médica). Mostraram a capacidade de sobrevivéncia superior (85,7%)
no grupo que recebeu os minibagos engenheirados em comparagdo com 71,43% do grupo
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que recebeu apenas as fatias de bago', sendo o primeiro relato na literatura de um tecido
engenheirado de baco.

Em 2015, temos a publicacdo da criacdo do primeiro dispositivo de bacgo artificial
criado. Os autores descrevem o desenvolvimento de um dispositivo de hemoadsorcéao
extracorpérea para terapia de sepse, que emprega filtros de fibra oca de polissulfona ou
polietersulfona disponiveis comercialmente, semelhantes aos usados clinicamente para
hemodialise, revestidos covalentemente com uma forma geneticamente modificada da
opsonina humana, permitindo a remoc¢éo de uma ampla gama de patégenos e endotoxinas
do fluxo sanguineo sem necessitar determinar sua primeiro a sua identidade, alcangcando
a eficacia de 90-99%.%!

Além desse papel na filiragdo sanguinea, o bago possui uma grande variedade
de células-tronco adultas pluripotentes em seu estroma, 0 que vem atraindo o setor de
pesquisas, principalmente o campo da Medicina Regenerativa. Essa variedade de células-
tronco inclui células-tronco neurais®®* hematopoiéticas®®*®, células-tronco produtoras de
matriz 6ssea®®, e pode também contribuir na regeneracéo de células produtoras de ilhotas
pancreaticas auxiliando na cura do diabetes®-%, assim como o uso de células estromais
do bagco para a regeneragdo do proprio 6rgdo*’. Existem igualmente outros estudos
significativos que utilizam o baco para dar continuidade a pesquisas de regeneracédo
tecidual como auxiliar na identificacdo da imunotoxicidade de Biomateriais.*!

Atualmente, o bago vem sendo usado como um alvo relevante na terapia com células-
tronco para o acidente vascular cerebral isquémico, gracas a sua relacao imunomoduladora
sistémica, devido a ativagdo no sistema nervoso auténomo e liberagcdo de antigenos e
quimiocinas no sistema nervoso central que fazem a comunicagao entre cérebro e bago.*?

Outra linha de pesquisa que vem chamando atencéo deriva da capacidade do bago
em suportar a hematopoiese em estado estacionario fisioldégico. Ja € de conhecimento que
0 bago pode assumir essa fungdo em duas situagdes: a primeira é na vida intrauterina, onde
exerce essa funcao por um curto periodo e, a segunda, é apds alguma patologia ou estresse
fisiol6gico na medula 6ssea, pois existe a presenga de células-tronco hematopoiéticas na
polpa vermelha do estroma esplénico. Assim, uma comparagao de varios estudos sobre
0 baco, demonstram que ele suporta a hematopoiese, sugerindo que a transfusdo de
células-tronco hematopoiéticas da medula para esse 6rgao, pode garantir a manutencéo
e regeneracdo dessas células no organismo trazendo esperangca para pacientes que
passaram por tratamentos mieloablativos, além de abrir novas opc¢bes terapéuticas para
pacientes imunocomprometidos que necessitam de imunoterapias para o tratamento de
suas patologias.*®

Existem ainda pesquisas, que investigam a capacidade do bag¢o de suportar
a hematopoiese in vitro e a mielopoiese.?® 3 Um dos estudos, onde, embora o foco
principal tenha sido a identificagéo de células do estroma que refletem células reticulares
perivasculares semelhantes as descritas na medula 6ssea, também confirmam que
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algumas fragdes do estroma tém capacidade de expandir progenitores hematopoiéticos.** O
segundo estudo segue a mesma linha, onde mostram que o bago contém tipos de células do
estroma que podem funcionar como um nicho para células-tronco hematopoiéticas e células
progenitoras que apoiam o desenvolvimento restrito de varios tipos de células mieloides.
Identificando o bago como um local competente para suportar a mielopoiese e pode atuar
como um reservatorio para células-tronco hematopoiéticas e células progenitoras.®*

A ideia da existéncia de células-tronco no bago ndo é nova; porém, a novidade
€ em seu uso em Medicina Regenerativa, atualmente existem pesquisas em modelos
experimentais que revelam que o bacgo abriga uma variedade de células-tronco, ndo apenas
aquelas que podem se diferenciar em células do sangue, mas também aquelas que podem
produzir matriz 6ssea ou se desenvolver em células de ilhotas pancreaticas (produtoras de
insulina células).®

Embora nédo haja consenso sobre quais tipos de células sdo responsaveis pela
regeneracdo das ilhotas e como as ilhotas se regeneram, estudos sugerem a atuacao
das células-tronco adultas do baco. Em 2001, Ryu et al* relatam a existéncia de uma
subpopulagédo de células-tronco de ilhotas em baco, em camundongos. E que, apds sua
infusdo em um hospedeiro doente, podem migrar para o pancreas e se tornar ilhotas
funcionais que restauram os niveis de agUcar no sangue ao normal.** Além disso, estudos
mostram a importancia do bago como local ideal para o transplante de ilhotas, bem como
fonte de células-tronco mesenquimais.’”* Assim, o uso dessas células-tronco adultas
também contorna as dificuldades praticas e as controvérsias éticas do uso de células-
tronco embrionarias.

Também ja foi reportado que o bago também pode ser utilizado para a analise da
imunotoxicidade de Biomateriais. Em 2012, Shieh et al.*, buscaram desenvolver um novo
método de avaliagdo da resposta imune sistémica de biomateriais através da contagem de
células CD4+e CD8* no tecido esplénico. Os biomateriais selecionados foram implantados
no subcutaneo de ratos que posteriormente foram esplenectomizados, e realizada a
contagem celular. Como resultado, os autores ndo obtiveram diferencgas significativas dos
biomateriais implantados, e afirmam ser o primeiro estudo sobre linfocitos citotoxicos no
bago para quantificar a resposta imune sistémica a um biomaterial.*'

A embriogénese do tecido esplénico também é de grande interesse para a Medicina
Regenerativa. Em 2014, Tan & Watanabe* demonstraram por meio de transplante de
capsulas de baco neonatal murino que, em contraste com as fatias do bacgo, as células do
estroma sozinhas s&o capazes de regeneracéo do tecido do baco, e que este processo
€ estritamente mediado pela via de linfotoxicina.** O desenvolvimento do tecido linfoide
é determinado por interagcbes entre as células do tecido linfoide organizador do estroma
e as células indutoras do tecido linfoide hematopoiético. A falha das células do tecido
linfoide organizador do estroma em receber os sinais de ativagdo apropriados durante

a embriogénese por meio do envolvimento da linfotoxina leva a uma cessagao completa
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do linfonodo, identificando-o como uma populacdo estromal chave para a organogénese
do tecido linfoide. Em 2017, os mesmos pesquisadores identificaram um tipo de célula
organizadora do estroma do baco MAdACAM-1 + CD31 + CD201 + critica para a formagéao
de novo tecido. Esta descoberta forneceu uma visdo sobre a regulagdo da organogénese
do tecido do baco p6s natal e pode ser explorada no desenvolvimento de terapias
regenerativas do bago.*

3.3.1 Organodides de bacgo

Organoides, ou popularmente “miniérgdos”, sdo cultivados de maneira tridimensional
(3D) em laboratérios especializados em Medicina Regenerativa. Eles tém atraido a atencao
como modelos ideais de doencga, que devem recapitular a estrutura e o perfil genético do
tecido em estudo, representar a heterogeneidade e os diferentes estagios da doenca e
responder aos estimulos de maneira fisiolégica.

O desenvolvimento de Organoides de bago é vantajoso em varios aspectos como o
estudo da fisiologia e fisiopatologias esplénicas, autotransplantes que podem reduzir o risco
de rejeicdo, abordagens em imunoterapia, além de ter uma acessibilidade experimental
mais facil e atuar na redugéo do uso de animais de laboratorio. ' 4652

Os organoides constituem um novo termo de modelo ex vivo que se refere a um
grupo de células crescendo como uma estrutura 3D, sendo gerados a partir de tecidos
primarios, células-tronco embrionarias ou células-tronco pluripotentes, com capacidade
de autorrenovagéo e auto-organizagdo, mantendo aparéncia e funcionalidade como a do
tecido original.“**°® Reproduzem uma ou mais caracteristicas do 6rgdo de origem e podem
ser produzidos a partir de células de tecidos saudaveis ou ndo, de diversos 6rgaos. O
grande diferencial do uso desse tipo de cultura é poder ter em um organoide varios tipos
celulares, o que significa que a cultura 3D se assemelha muito ao tecido in vivo saudavel e
do tecido tumoral, favorecendo a pesquisa de uma terapia mais personalizada.® %2

Com as fungdes de homeostase hematolégicas e imunolégicas do baco, os traumas,
doencas e ressecgbes desse 6rgdo trazem grandes problemas infecciosos ao individuo,
pois ele fica muito mais suscetivel e leva a uma alta taxa de mortalidade.*>*° Dessa forma,
organoides de bag¢o podem ser utilizados, por exemplo, em Medicina Translacional com o
objetivo de reduzir o nimero de mortes. Além disso, os organoides podem ser utilizados
para estudos da biologia do desenvolvimento humano e estudos funcionais.*¢ 52

Existe ainda a possibilidade de aplicacdo em testes de screening de drogas e a
andlise individual de farmacos em sistema microfisiolégico ou chips humanos que reproduz
de forma fiel toda a resposta fisiolégica de medicamentos, melhorando os estudos clinicos
para seres humanos, atuando na redugao/extingao dos testes realizados em animais.%°

Podemos ainda, com os organoides de bago, desenvolver estudos imunolbgicos
sobre o0 6rgao, que pode nos trazer respostas uteis sobre o desenvolvimento e diferenciacéo
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da fungéo imunolégica do bago.?!

Conforme ja& mencionado anteriormente, em 2008, Grikscheit et al.'* comprovaram
que mini-bagcos engenheirados protegiam ratos esplenectomizados contra septicemia
bacteriana. Esses mini-bagos sdo os organoides de bago, que foram engenheirados em
arcaboucos de polimero hidrolisado biodegradavel de &cido poliglicolico com éacido latico
poli-L em formato de tubo. A técnica utilizada para a geragdo desses organoides de baco foi
desenvolvida a partir de protocolos desenvolvidos anteriormente pelo grupo para a geracéo
de organoides de intestino e célon sigmoide.™

Em 2016, Purwada e Singh®' criam organoides imunolégicos com o objetivo de
compreender a evolugéo e producéo de células B e anticorpos, e para isso é desenvolvido
em um biomaterial gelatinoso onde sdo acondicionados os esplendcitos, que sdo os glébulos
brancos presentes no bago. Porém, é importante ressaltar que no artigo em questéo néo
€ mencionado em nenhum momento a criagdo efetiva de um organoide de bago, mas
sim de um organoide imunolégico semelhante a um centro germinativo utilizando células
esplénicas especificas.'

Ja em 2019, Gee et al.*®, inovam criando um modelo de Organoide de bago misto,
combinando componentes esplénicos totais humanos e murinos (células da polpa branca
e vermelha) pela digestdo enzimatica com colagenase, em um arcabougo de polimero
hidrolisado biodegradavel de acido poliglicolico com acido latico poli-L com o objetivo final
de implantar em camundongos esplenectomizados. Os resultados dos testes imunoldgicos,
histolégicos e sanguineos realizados nos camundongos ap6s a implantagdo do tecido
engenheirado foram positivos, indicando que as unidades de Organoides de bago eram
funcionais.*®

3.3.2 Matriz Extracelular descelularizada de baco

Conforme visto anteriormente, a associagcdo de unidades esplénicas funcionais
em associagcdo a arcabougos é bastante promissora. Aléem de arcaboucos feitos de
biomateriais naturais e sintéticos, o arcabouco biol6gico, proveniente de matriz extracelular
descelularizada é uma alternativa muito atraente em Medicina Regenerativa. A matriz
extracelular (MEC) é responsavel por manter a arquitetura tridimensional de um tecido,
composta por uma série de proteinas fibrosas, glicosaminoglicanos e glicoproteinas, que
€ variada de acordo com a fungéo e caracteristicas do 6rgéo, atuando no comportamento
celular, oferecendo um ambiente quimico e estrutural ideal para manutengéo da homeostase
tecidual.5*%5 Assim, o intuito da utilizagdo do arcabougo seria de reproduzir tais aspectos,
onde a utilizacdo da MEC traria inimeros beneficios, sendo uma das melhores maneiras
para se obter sucesso na produgao de tecidos tridimensionais e auxiliando na regeneracao
de injurias teciduais sintéticos.%®

Para a utilizagdo da MEC como um arcabougo biol6gico, essa MEC precisa ser
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utilizada sem a presenca de células; para isso, € utilizada a técnica de descelularizagéo,
com isso evitando uma resposta imunolbgica negativa do hospedeiro apds implantagéo.
Em 1973, foi realizado o primeiro relato de tecido descelularizado para o uso clinico
em individuos com queimaduras.®® Nos dias atuais o seu uso foi expandido para outras
enfermidades como doengas no miocardio, musculo esquelético, tenddo, cartilagem,
0sso0, tecidos neurais, derme, pancreas, figado, pulméao, entre outras aplica¢des. Existem
atualmente diversas técnicas efetivas para descelularizacdo de tecidos, e apds esse
processo podem ainda ser usadas em forma de hidrogéis, folhas 2D, p6, e até mesmo em
sua estrutura original; a escolha do tipo de MEC descelularizada vai depender da aplicagéo
desejada.5%%

Em 2015, Xiang et al.%®, conseguiram realizar a descelularizagdo de bago de rato
(6rgéo total) através da associacdo de métodos, iniciando pelo congelamento (agente
fisico); seguido da perfusdo com diversas solugdes, incluindo: tripsina e acido etilenoglicol-
bis-aminoetilentertetracético - EGTA (agentes biologicos); agua destilada, detergente Triton
X-100, solugao salina tamponada com fosfato — PBS, &cido peracético e etanol (agentes
quimicos). Seus resultados mostram a geracao de um arcabouco esplénico descelularizado,
com a preservagdo dos componentes da matriz extracelular e arquitetura original do tecido,
apresentando caracteristicas estruturais e funcionais da rede microvascular nativa e
biocompatibilidade. Evidenciaram que € possivel gerar um arcabouco de matriz extracelular
esplénica decelularizada tridimensional com um potencial consideravel na Medicina
Regenerativa e Engenharia de Tecidos, abrindo caminhos para novas possibilidades de
estudos na area.%®

Recentemente, em 2019, 0 mesmo grupo conseguiu utilizar o arcabouco gerado de
bag¢o murino para a recelularizagdo com hepatécitos de rato. Esse arcabouco foi recoberto
com heparina, mostrando exercer efeitos anticoagulantes de curto prazo e compensar em
um certo grau a fungéo hepatica. Esse estudo mostra que a matriz descelularizada de baco
pode ser utilizada para a construcéo de um figado bioartificial para transplantes. %

Ja& em 2020, Zanardo et al.%8 conseguiram realizar a descelularizagdo de bago de
rato (6rgéo total) através da perfusdo com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
com heparina e detergentes dodecil sulfato de so6dio (SDS) e Triton X-100. O resultado foi
promissor, pois através de testes histolégicos, testes de DNA residual, e quantificacéo de
coladgeno e glicosaminoglicanos foi demonstrado que os componentes essenciais da MEC
foram preservados. Os arcaboucos descelularizados foram recelularizados com células
estromais de baco de ratos neonatos, mostrando que a capacidade de adeséo e proliferacéo
dessas células no arcabougo. Assim, este trabalho demonstrou um método simples e
eficiente para descelularizagédo do bago visando sua reconstrugcdo, podendo suportar a
adeséo e proliferacdo celular e manter a viabilidade das células ap6s a recelularizagao,
permitindo novos estudos visando a geragdo de um baco bioartificial.®®

Os principais marcos historicos de pesquisa cientifica em Medicina Regenerativa do

Medicina: Ciéncias da satde e pesquisa interdisciplinar 3 Capitulo 17 m



Baco estéo elencados na Figura 2.

Figura 2.: Linha do tempo histérica. Linha do tempo com fatos histéricos importantes para pesquisa
cientifica em Medicina Regenerativa do Bago. MCT: Ministério de Ciéncias e Tecnologia.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

A Medicina Regenerativa surge como uma excelente alternativa para regenerar,
reparar ou substituir 6rgaos e tecidos doentes ou ausentes. A rotulagdo do bago como 6rgao
nao vital impactou no desenvolvimento de pesquisas cientificas na area, em comparagao
com outros 6rgaos. Porém, nas Ultimas décadas, evidenciou-se que a auséncia total do
baco, geralmente por esplenectomia, e hiposplenia, estdo associadas a véarias doencas,
tais como anemia falciforme, cancer e infecgéo por HIV. Além disso, a deficiéncia da funcéo
esplénica pode predispor a eventos tromboembolicos e muitas vezes leva a deficiéncias
imunolégicas. Ademais, recentemente no ano de 2020, faléncia esplénica foi demonstrada
em casos de doenga por Coronavirus 2019 (COVID-19) e em modelo experimental de
infeccdo por SARS-CoV-2, onde foi observada atrofia esplénica, bem como linfopenia
clinica.

O século XXI foi marcado por diversos avangos na area de Medicina Regenerativa
do baco, com a criagdo do primeiro dispositivo de bacgo artificial, descoberta da grande
variedade de células-tronco adultas pluripotentes em seu estroma, incluindo células-tronco
neurais, hematopoiéticas, produtoras de matriz 6ssea, sua contribuicdo na regeneracao
de células produtoras de insulina de ilhotas pancreaticas, e presenca de células estromais
para a regeneracao do préprio 6rgao. Além disso, outros estudos foram significativos em

utilizar o bago na identificagdo da imunotoxicidade, em biomateriais, no tratamento do
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acidente vascular cerebral isquémico e no suporte da hematopoiese e mielopoiese. Ainda,
vale ressaltar os estudos envolvendo o desenvolvimento de protocolos para geracdo de
organoides esplénicos e arcabougos de matriz extracelular esplénica descelularizada.
Com isso, podemos perceber que o bago vem atraindo a atencdo no setor
de Pesquisas, principalmente o campo de Medicina Regenerativa, por conta de sua
versatilidade de aplicacdo nas mais diversas areas acima citadas. Pode-se dizer, entéo,
que o 6rgao que sempre foi menosprezado e pouco estudado agora vem chamando a
atencéo cada vez mais no meio cientifico pelo seu uso potencial, com aplicacdes cada vez

mais promissoras.
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