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RESUMO

O espaco-porta € o local de origem da fibrose em muitas doencas crénicas hepaticas. Essa
area do figado participa da drenagem linfatica hepatica e abriga diversos elementos
celulares potencialmente fibrogénicos. Estudos sobre a fibrose hepatica relacionados a
infeccdo experimental de ratos pelo helminto Capillaria hepatica tém demonstrado que a
fibrose comeca em &reas portais com a distribuicdo de septos que sulcam o parénquima
hepético se desenvolvendo em &reas proximas ao espaco de Disse. Entretanto, apesar de esta
fibrose ocorrer de forma paralela aos sinusoides, estudos tém revelado que ndao apenas as
células estreladas hepaticas participam da fibrose septal, mas também outros tipos celulares
residentes nos espagos-porta. Diante destes aspectos, o presente estudo desenvolveu-se com
0 intuito de investigar a contribuicdo das células potencialmente fibrogénicas dos espagos-
porta, nas fases iniciais da infeccdo, onde a fibrose se concentra. Para isso, foram utilizados
fragmentos de figado, em blocos parafinados, disponiveis nos arquivos do Laboratério de
Patologia Experimental (CPqGM/Fiocruz) provenientes de ratos infectados com 800 ovos
de Capillaria hepatica e foi possivel observar que ocorreu a proliferacdo de colangidcitos e
a concentracdo de miofibroblastos em areas portais, além da ativacdo de células estreladas
hepaticas, sendo todos os resultados vistos por meio da coloragdo de rotina HE, Picro-sirius
vermelho e imunohistoquimica para a-actina de musculo liso, CD31 e GFAP.

Palavras-chave: Fibrose septal, Capillaria hepatica, Espaco-porta, Ductos biliares.



CALDAS, Manuela dos Santos. Initial alterations of Septal fibrosis by Capillaria
hepatica (Bancroft, 1893) in rats. 71 f. il. Dissertacdo (Mestrado) — Fundagdo Oswaldo
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ABSTRACT

Portal space is the local of origin for fibrosis in many chronic liver diseases. This area is
involved with lymph drainage and contains several cell types, potentially fibrogenic.
Experimental studies related to hepatic fibrosis during Capillaria hepatica infection in rats
have suggested that the septal fibrosis indeed takes origin from portal spaces, with the
distribution of the septs in the parenchymal region in proximity areas of Disse space.
However, despite this fibrosis occurs in parallel to sinusoids, studies have revealed that not
only the hepatic stellate cells participate in septal fibrosis, but also other resident cell types
in the portal spaces. In face these aspects, the goal of present study was investigate the
contribution of the cells potentially fibrogenic in the portal space, in the early phases of the
infection. For this, blocks in paraffin available of the liver of rats infected with 800 eggs of
Capillaria hepatica archived in the Laboratory of Experimental Pathology (Research Center
Goncalo Moniz, Fiocruz - BA), were utilized and it was observed that proliferation of
colangiocytes and concentration of myofibroblasts occurred portal areas, in addition to the
activation of hepatic stellate cells. All results were analised by routine staining HE, Sirius
red and immunohistochemistry for a-SMA, GFAP and CD31.

Keywords: Septal fibrosis, Capillaria hepatica, Portal space, Bile ducts.
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17
1 INTRODUCAO

O processo de cicatrizacdo no figado afeta areas distintas de acordo com
diferentes etiologias, sendo que em muitas doencas este processo se desenvolve a partir
dos espacos-porta, levantando questdes sobre qual o papel que os varios constituintes
desta estrutura adquirem (ou assumem) durante o desenvolvimento da fibrose
(RAMADORI e SAILE, 2004).

Estudos sobre fibrose hepatica associada a infeccdo experimental de ratos pelo
helminto Capillaria hepatica tém revelado que a fibrose comeca em areas portais
(SOUZA et al., 2006b; LEMOS e ANDRADE, 2010). O laboratorio de Patologia
Experimental (CPqGM/Fiocruz-Ba) tem utilizado ratos como modelo experimental da
fibrose hepética causada pela infeccdo com a Capillaria hepéatica. Este roedor tem
permitido a exploracdo de diversos aspectos relacionados com a fibrogénese dependente
da Capilariase hepatica, contudo grande parte dos experimentos tém sido desenvolvidos
nas fases cronicas da infeccgéo.

A partir disto, existe interesse do nosso grupo de pesquisa em entender o que
acontece nas fases iniciais da infeccdo e quais sdo os tipos celulares implicados na

fibrose septal hepatica.

1.1 JUSTIFICATIVA

Estudos sobre a fibrose hepética com a infeccdo experimental de ratos pelo
helminto Capillaria hepatica tém demonstrado que a fibrose comeca em areas portais
com a distribuicdo de septos que sulcam o parénquima hepatico, desenvolvendo- se em
areas proximas ao espago de Disse. Entretanto, apesar de tal fibrose ocorrer de forma
paralela aos sinusoides, os estudos tém trazido sugestBes de que ndo apenas células
estreladas hepéticas participam da fibrose septal, mas sim outros tipos celulares
residentes nos espagos-porta.

Este tipo de fibrose se desenvolve de forma peculiar em um curto periodo de
tempo, sem perturbacéo estrutural aparente ou funcional dos sinuséides hepaticos, e sem
0 desenvolvimento de cirrose.

Diante destes aspectos, a investigacdo das células que estdo envolvidas com a
producdo da fibrose septal por Capillaria hepatica em ratos, em fases iniciais da
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infeccdo, pode colaborar no esclarecimento da patogenia da fibrose septal, a qual cursa

com um mau prognostico em algumas doencas cronicas do figado.

1.2 PROBLEMA
Quais sdo as células que participam da formagcédo inicial da fibrose septal
hepéatica no modelo da Capilariase do rato?

1.3 HIPOTESE
Células originarias dos espacos-porta participam da formacao da fibrose septal
hepatica, em fases iniciais, no modelo da Capilariase do rato.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FIBROSE HEPATICA

A fibrose é o resultado de reacGes inflamatdrias crbnicas induzidas por uma
variedade de estimulos toxicos, infecciosos, metabolicos e imunologicos, caracterizada
pela formacdo em excesso de componentes da matriz extracelular. No figado, a fibrose é
tradicionalmente vista como um processo de cicatrizacdo progressivo que envolve
maltiplos eventos celulares e moleculares em resposta & lesdo tecidual continua,
promovendo uma resposta cicatricial fora do controle que pode comprometer a
arquitetura e as funcdes do 6rgdo (IREDALE et al., 1998; ARTHUR, 2000; WYNN,
2008; POVERO et al., 2010).

A matriz extracelular contém uma substancia fundamental secretada por células
do tecido conjuntivo, onde se encontra uma enorme variedade de moléculas que
funcionam como ligantes ou receptores para fatores de crescimento, horménios e
citocinas, dando a matriz a funcdo de reservatorio. Além desta funcdo, a matriz
extracelular também funciona como uma “plataforma”, dando suporte a migragdo de
celulas endoteliais na formacdo de novos capilares durante o reparo tecidual
(RUOSLAHTI et al., 1991; ANDRADE, 2005).

No figado normal, a matriz extracelular & composta por uma série de
macromoléculas incluindo colagenos (I, I, IV, V e VI), glicoproteinas e
proteoglicanos, mas, em consequéncia de agressdes, a matriz extracelular hepatica sofre

alteracdes quantitativas e qualitativas, aumentando a quantidade do colageno fibrilar



19

(predominantemente colageno | e Ill), além da laminina, elastina, fibronectina e
proteoglicanos (ARTHUR, 2000; WYNN, 2008; IREDALE et al., 2012).

O reparo tecidual hepatico pode ser considerado como benéfico, contudo este
mecanismo torna-se patogénico quando néo ocorre de forma equilibrada, resultando no
deposito substancial de proteinas da matriz, o que leva a substituicdo do tecido de
origem por tecido fibroso. A regulacdo deste processo se da a partir da interacao
dindmica entre a sintese e a degradacdo da fibrose que ocorre através das
metaloproteinases (MMPSs) e dos seus inibidores (SCHUPPAN et al., 2001; IREDALE
etal., 2012).

As metaloproteinases sdo enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacao
dos componentes da matriz extracelular. Estas enzimas podem ser produzidas por
células, como hepatdcitos, células de Kupffer, neutrofilos e pelas células estreladas
hepéticas. As suas principais representantes no figado séo MMP-2 (gelatinase A)
expressa por células estreladas hepaticas, MMP-9 (gelatinase B) expressa pelas células
de Kupffer e estromelisina que é secretada por células inflamatorias (IREDALE, 1997,
ARTHUR, 2000; WYNN, 2007).

Dentre as células secretoras das enzimas de degradacdo, estdo as células
estreladas hepaticas, pericitos especificos do figado, residentes do espaco subendotelial
de Disse que tém importante papel na regulacdo da fibrogénese e da fibrélise, pois
participam ativamente destes mecanismos biologicos, produzindo tanto as enzimas de
degradacdo da matriz (MMPs), quanto seus inibidores teciduais (TIMPs — Tissue
inhibitors of metalloproteinases) (FRIEDMAN, 2008; IREDALE et al., 2012).

A fibrose é precedida por reacfes inflamatérias persistentes, em que uma gama
de células inflamatdrias como macréfagos e neutrofilos produzem mediadores soluveis
que amplificam a resposta cicatricial pelo recrutamento de células T. As células
inflamatorias também sdo capazes de produzir citocinas, como fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF), fator de crescimento transformador beta (TGF-B1) e IL-
13 (Interleucina-13), ativando os fibroblastos a se diferenciarem em miofibroblastos
produtores de matriz fibrética durante o reparo das lesdes (BATALLER e BRENNER,
2009; DUFFIELD et al., 2012).

A familia das citocinas possui um papel chave na regulacdo da fibrose, sendo

composta de quimiocinas, interleucinas, interferons, fatores de crescimento, fatores
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angiogeénicos, substancias vasoativas, receptores e proteases soluveis (BORTHWICK et
al., 2012).

Entre as citocinas pro-fibrogénicas, encontra-se 0 TGF-B1 que ¢ relatado como
fator de crescimento indutor de fibrose. Esta citocina é produzida principalmente por
mondcitos e macrédfagos, sendo a principal isoforma implicada na fibrose hepética,
ativando fibroblastos in vitro e in vivo (HERNANDEZ-GEA e FRIEDMAN, 2011).

Modelos de inducdo da fibrose por Tetracloreto de carbono (CCl4), ligadura do
ducto biliar, Schistosoma mansoni, Capillaria hepatica, ou por soro de porco tém
demonstrado que a formacdo de novos vasos (angiogénese) estd intensamente ligada ao
desenvolvimento da fibrose. A angiogénese é a etapa fundamental do processo de
cicatrizacdo, em que novos vasos sanguineos sdo formados a partir de outro pré-
existente (FOLKMAN, 1992; CARMELIET, 2003; SOUZA et al., 2006a; LEMOS e
ANDRADE, 2010).

A literatura tem discutido a intima relacdo que existe entre a angiogénese e a
formacdo da fibrose. Estudos tém chamado a atencdo para tendéncia que os pericitos
ttm a se destacar da membrana dos capilares proliferados, diferenciando-se em
miofibroblastos. Os pericitos sdo células presentes na parede dos vasos que estdo
mergulhadas na membrana basal, em contato com as células endoteliais e detém
propriedades contrateis, assim como as células do musculo liso (BERGERS e SONG,
2005; LEE et al., 2007).

A formacdo dos novos capilares é regulada por citocinas angiogénicas. O fator
de crescimento do endotélio vascular (VEGF) € considerado o mediador central da
angiogénese, com acdo mitdgena sobre células endoteliais derivadas de artérias, veias e
vasos linfaticos. Este fator estimula a angiogénese, induzindo a modulacdo da matriz
extracelular para facilitar a migracdo e o brotamento dos novos vasos formados através
do estroma (FERRARA e DAVIS-SMITH, 1997). Assim como o VEGF, o
CD31(“Cluster of differentiation- 31”) e o Fator VII tém sido estreitamente
correlacionados com a angiogénese no figado e podem ser demonstrados através da
técnica de imunohistoquimica (LEMOS e ANDRADE, 2010; LEE et al., 2013).

Foi relatado por Souza e colaboradores (2006a) que a angiogénese precede a
sintese do colageno durante a formacéo da fibrose septal em ratos infectados por
Capillaria hepatica. Além deste, estudos da reverséo de lesdes esquistossomoticas, apos

tratamento com quimioterapia especifica, tém demonstrado que a angiogénese tem
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participacao na fibrogénese e na regressdo da fibrose, sugerindo que este mecanismo é
uma via de acdo de médo dupla (ANDRADE e SANTANA, 2010).

2.2 CELULAS HEPATICAS POTENCIALMENTE FIBROGENICAS

No processo de cicatrizacdo das lesdes hepéaticas, a matriz extracelular €
produzida por células chamadas de miofibroblastos (KISSELEVA e BRENNER, 2008).
O miofibroblasto é o elemento chave da sintese de coldgeno no figado e, segundo Hinz
e colaboradores (2007), eles sdo derivados de uma populagéo celular heterogénea, séo
imunorreativos a a-actina do musculo liso, possuem caracteristicas ultraestruturais e
moleculares semelhantes, mas exibem alguns aspectos especificos de acordo com o
padrdo de fibrose na qual estdo inseridos. Além destas caracteristicas, 0s
miofibroblastos demonstram grande capacidade de migragdo, sendo encontrados nos
focos de fibrose (GALLI et al., 2005; GUYOT et al., 2006).

A origem dos miofibroblastos no figado tem sido bastante discutida, contudo a
maioria dos autores sugere que esta célula origina-se de diferentes tipos celulares, como
células estreladas hepaticas, fibroblastos do trato portal, células originadas da transicdo
epitélio-mesénquima, células da segunda camada da veia central, células originadas da
medula dssea, entre outras (HINZ et al., 2007; NOVO et al., 2009; IWAISAKO et al.,
2012).

As células estreladas hepéaticas sdo descritas como as principais células
responsaveis pela formacdo da fibrose. Estes lipdcitos ou células de Ito, como também
sdo chamadas as células estreladas hepaticas, sdo caracterizados como células
mesenquimais, localizadas no espaco perisinusoidal, em contato com os hepatécitos e
com as células endoteliais dos sinusdides hepaticos. Estas células desempenham
funcbes no figado como a homeostase e a armazenagem de grande parte da vitamina A
do corpo (ROCKEY, 2001; SAREM et al., 2006; HELLERBRAND, 2013).

Por muito tempo, os estudos sobre fibrose ficaram baseados nas células
estreladas hepéaticas como origem fundamental dos miofibroblastos no figado,
entretanto outras células mesenquimais distintas também podem converter-se em células
miofibroblasticas com participacao relevante na fibrogénese hepética. Este enfogue nas
células estreladas hepéticas se deve a descoberta da técnica de isolamento e cultivo in

vitro das células de Ito, o que justifica em parte o sucesso das pesquisas € a



22

supervalorizacdo das células estreladas hepaticas como elemento principal da fibrose
(KNOOK et al., 1982; FRIEDMAN e ROLL, 1987; GUYOT et al., 2006; BEAUSSIER
et al., 2007).

A ativacdo das células estreladas hepaticas é deflagrada por agressdes ao tecido
hepético, sendo esta acdo vista como um passo critico para fibrogénese, que é
promovida por citocinas pro-fibrogénicas secretadas por hepatocitos danificados,
células de Kupffer e células inflamatoérias. Quando sensibilizadas, as células estreladas
hepaticas perdem seu estoque de gordura, transdiferenciam-se em miofibroblastos e
tornam-se secretoras de componentes anormais da matriz extracelular (FRIEDMAN,
2000; GRESSNER et al., 2002; BATALLER e BRENNER, 2009; SNOWDON e
FALLOWFIELD, 2011).

Nas ultimas décadas, muitos marcadores tém sido testados nas células estreladas
hepéticas. Estas células expressam marcadores neurais como sinaptofisina, nestina e
proteina glial fibrilar acida (GFAP), sendo esta detectada em células estreladas
hepéticas de ratos e humanos. A GFAP é comumente encontrada em astrdcitos do
sistema nervoso central e é expressa in vivo no figado por uma populacdo de células
estreladas hepaticas quiescentes. No sistema nervoso central, a expressdao de GFAP ¢
essencial ao reparo da barreira hematoenceféalica, apds agressdo. Assim como no
cérebro, a expressdao do GFAP aumenta na fase aguda da lesdo hepatica em ratos e
torna-se reduzida na fase crbnica, sendo empregado com um indicador precoce de
fibrose hepéatica (KNITTEL et al., 1996; LEVY et al., 1999; ROSKAMS et al., 2004;
CARROTI et al., 2008).

O espaco-porta € o centro do desenvolvimento da fibrose em muitas doencas
cronicas hepaticas. Além da fibrose relacionada com doencas do sistema biliar, algumas
doencas cronicas virais e alcoolicas igualmente podem ter o trato portal como sitio
principal da resposta fibrogénica no figado. Estruturalmente o espaco-porta contém
vasos, veia-porta e artéria, além do ducto biliar e do vaso linfatico. Enquanto a veia-
porta, assim como a artéria, possui paredes proprias com células do musculo liso
potencialmente fibrogénicas, o ducto biliar possui uma membrana basal rodeada por
fibroblastos periductulares. Fibroblastos também sdo encontrados em torno dos vasos
portais, bem como no tecido conjuntivo portal adjacente (CASSIMAN et al., 2002;
MAGNESS et al.,, 2004; BATALLER e BRENNER, 2005; MCCUSKEY, 2008;
DRANOFF e WELLS, 2010).
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Esses aspectos ressaltam o papel de importancia que as células pro-fibrogénicas
do trato portal exercem na formacdo da fibrose. A populacdo celular residente do
espaco-porta que pode induzir fibrose € diversificada e abarca elementos, como
fibroblastos portais, colangiocitos (células epiteliais dos ductos biliares) que podem se
transformar em miofibroblastos através da transi¢do epitélio-mesénquima, pericitos
vasculares, além das celulas musculares das paredes das veias e das artérias
(RAMADORI e SAILE, 2002, 2004; MICHALAK et al., 2003; CLOUSTON et al.,
2005; LEMOS e ANDRADE, 2010; FORBES, 2011).

A fibrose hepética que ocorre em doencgas que comprometem o sistema biliar
traz evidéncias sobre a participacdo das células mesenquimais do espago-porta, que
incluem fibroblastos localizados em torno de ductos biliares como fonte de
miofibroblastos no figado. Os fibroblastos portais sdo células mesenquimais, fusiformes
e, como outros fibroblastos, sdo caracterizados por dois aspectos-chave: reticulo
endoplasmatico rugoso proeminente e longas projecdes citoplasmaticas (PHAN, 2008;
CARRUTHERS et al., 1962 apud DRANNOF e WEELS, 2010; IWAISAKO, 2012).

No figado normal, os fibroblastos portais (FPs) participam da manutencéo
fisiologica da matriz, além de possuir um aspecto morfolégico e um repertorio
antigénico similar aos fibroblastos de outros 6rgdos. Em condi¢cBes normais, estas
células ndo expressam a-actina do masculo liso e séo distinguidas das celulas estreladas
hepaticas por ndo expressarem citoglobina, desmina ou GFAP, que sdo marcadores
utilizados para identificar miofibroblastos derivados de células estreladas hepéticas
(TOMASEK et al., 2002; BOSSELUT et al., 2010).

Os fibroblastos portais expressam TE-7 (marcador fibroblastico especifico),
além de marcadores especificos como elastina, IL-6 (interleucina-6), Fibulina-2 e
NTPD2 (“ecto-atpase nucleoside triphosphate diphosphohydrolase-2) (HENDERSON
e FORBES, 2008).

A transicdo epitélio-mesénquima € sugerida como possivel origem de
miofibroblastos no processo de reparo no figado. Este € um mecanismo que ocorre
durante a fase embrionéaria e se desenvolve quando o tecido estd sendo construido ou
remodelado, levando células epiteliais, geralmente expostas a membros da superfamilia
do TGF-B, a se diferenciarem em células mesenquimais (SHOI e DIEHL, 2009;
ZEISBERG e NEILSON, 2009)
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As células epiteliais (como hepat6citos e colangidcitos) sdo aquelas que
expressam marcadores epiteliais (ex. E-caderina), aléem de proteinas que medeiam o
contato célula-célula e célula-matriz. Possuem um citoesqueleto organizado, que é o
aspecto responsavel pela polaridade &pico-basal das células epiteliais normais, sdo
justapostas e formam camadas aderentes (KALLURI e WEINBERG, 2009).

Ao passar pela transicdo epitélio-mesénquima, as células epiteliais perdem suas
caracteristicas de origem, com perda de polaridade, perda das ligacGes intercelulares,
expressdo de marcadores mesenquimais (ex. a-actina do musculo liso e MMP-2) e
ganho de motilidade, o que faz com que estas células se comportem como células
migratdrias ap6s o rearranjo do citoesqueleto com o aparecimento dos filamentos
intermediarios (ACLOQUE et al., 2009; KALLURI e WEINBERG, 2009).

Evidéncias recentes sustentam o conceito de que células epiteliais podem se
transformar em células mesenquimais. Estudo feito em ratos cirréticos tratados com
CCL4, além de experimentos realizados in vitro, tem trazido aportes para que a
transicdo epitélio-mesénquima seja considerada como fator de contribuicdo para a
fibrose hepatica (OMENETTI et al., 2007, 2008; NITTA et al., 2008; RYGIEL et al.,
2008).

A membrana basal dos vasos contém células que desempenham func¢des, como a
estabilizacdo dos vasos, regulacdo do tdnus vascular, manutencdo da homeostase
tecidual e, entre outras atribuicdes, a sintese de componentes da matriz extracelular.
Estas células s@o nomeadas como pericitos ou células murais e fazem parte da distinta
populacdo de células que sdo consideradas como origem dos miofibroblastos (DIAZ-
FLORES et al., 2009; DRANOFF e WELLS, 2010).

O figado detém um pericito especifico, as células estreladas hepaticas
(localizadas no espaco de Disse) que possuem alta capacidade de formacédo de tecido
fibroso; entretanto os pericitos presentes na parede dos vasos portais tém despertado
grande interesse dos pesquisadores pela sua capacidade de inducdo de fibrose. Os
pericitos se comportam como células de fendtipo intermediario, entre as células
musculares e os fibroblastos, e fazem contato focal com o endotélio no interior dos
vasos, além de serem reguladores obrigatérios do desenvolvimento vascular (ALLT e
LAWRENSON, 2001; SATO et al., 2003; LEE et al., 2007).

Assim como os pericitos, as células musculares sdo ditas como potencialmente

fibrogénicas. Estas células possuem funcéo relevante na manutencao vascular, além de
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desempenharem atividade de reparo nos processos patoldgicos da parede dos vasos
(ADRIANA et al., 1999; HAO et al., 2006 )

Em particular, os vasos do espago-porta tém sido descritos por gerar
miofibroblastos portais derivados das células musculares da parede da veia-porta e da
artéria hepética, sendo sugeridos na fibrose periportal causada pelo Schistosoma
mansoni, bem como na fibrose que acomete o sistema biliar, como células que podem
gerar fibrose (MIYAZAKI et al.,, 1993; ANDRADE et al.,, 1999; KINMMAN e
HOUSSET, 2002).

2.3 MODELO DE INDUCAO DE FIBROSE SEPTAL PELA Capillaria hepatica EM
RATOS

A fibrose septal é um tipo peculiar de fibrose, em que septos fazem ligacGes no
parénquima hepético entre espacos-porta e conexdes entre espacos-porta e veias
centrais. Esta fibrose € um achado comum de doencas crénicas do figado como nas
hepatites virais, cirrose septal incompleta e na esquistossomose, sendo considerada
como mau progndstico de doencas cronicas hepaticas que podem levar a cirrose
(ANDRADE, 1991; SCHINONI et al., 2004; ANDRADE, 2005).

O estudo da fibrose hepatica tem avancado e os modelos experimentais de
inducdo desta doenca tém colaborado para o entendimento de aspectos ainda obscuros
da fibrogénese hepatica (SNOWDON e FALLOWFIELD, 2011).

A fibrose septal experimental pode ser induzida por injecdes intraperitoneais de
soro heter6logo (ex. soro de porco) em ratos. Nesta circunstancia, a fibrose se
desenvolve em apenas uma propor¢do dos animais, sem episodios repetidos de necrose
hepatocelular e ¢ chamada de fibrose septal “pura” (PARONETO e POPPER, 1966;
BHUNCHET e WAKE, 1992).

A fibrose septal induzida pela Capillaria hepatica foi caracterizada como
modelo experimental de fibrose hepatica quando Ferreira e Andrade (1993) estudavam
figado de ratos urbanos e relataram a presenca deste tipo de fibrose em ratos infectados
pela Capillaria hepatica. Foi observado que a Capilariase hepatica, como é nomeada a
doenca causada pela Capillaria hepatica, funcionava como excelente modelo de
reproducdo da fibrose por se desenvolver nos animais de forma regular, em um curto

periodo de tempo e em 100% dos ratos infectados. Além disso, neste modelo a fibrose
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também se desenvolve na auséncia de necrose hepatocelular repetida (BARBOSA e
ANDRADE, 2010).

Freqlientemente encontrada em roedores, a Capillaria hepatica é um helminto
cosmopolita que necessita de apenas um hospedeiro suscetivel para o desenvolvimento
de seu ciclo. Os ovos embrionados (larva diferenciada) que sdo ingeridos pelo
hospedeiro eclodem no ceco (infecgédo verdadeira), liberando larvas que vao migrar para
o figado através da veia-porta. A partir dai, as larvas amadurecem e comegam 0O
processo de oviposicdo no parénquima hepéatico. JA& os ovos ndo-embrionados
encontrados nas fezes de alguns animais decorrem de infeccGes espdrias, sendo
originados da ingestdo acidental de materiais contaminados ou através do consumo de
figado parasitado. Neste contexto, 0s ovos ndo passam pelo processo de diferenciacédo e
percorrem o tubo digestivo, sendo liberados no meio externo através das fezes. Depois
de dispersos no meio ambiente, estes ovos necessitam de cerca de 30 dias para
embrionar, considerando as condi¢fes adequadas de temperatura, luminosidade e
umidade (RUAS et al., 2003; CAMARGO et al., 2010; LI et al., 2010 e FUEHRER et
al., 2011).

Apesar de os roedores serem considerados como reservatérios naturais da C.
hepatica, nem todos desenvolvem fibrose septal proeminente. Diferentemente da fibrose
septal que se desenvolve nos ratos, a infeccdo em camundongos se limita ao
desenvolvimento de lesbes multifocais, sem o aparecimento regular de septos fibrosos
(GALVAO, 1981; GOTARDO et al., 2000; ANDRADE e ANDRADE, 2004).

A fibrose septal originada da infeccdo com Capillaria hepatica se desenvolve
em torno da terceira semana pds-infeccdo e é distinguida por originar septos longos e
finos e por formar reacbes granulomatosas compostas de eosinofilos, linfécitos,
plasmdcitos, macréfagos e células gigantes. Neste modelo de fibrose hepatica, a
resposta inicial comeca nos espacgos-porta, com a mobilizacdo de células mesenquimais,
e se irradia em dire¢do ao paréngquima, formando vasos sanguineos paralelos aos septos
que aparecem precedendo a formacdo do colageno. Além destes aspectos, foi revelado
por Santos e colaboradores (2001) que a formacdo da fibrose septal é dependente da
presenca de vermes adultos e dos ovos e que a sua progressao esta relacionada com a
permanéncia de ovos vivos no tecido hepético, j& que com a evolucdo da infec¢do, no

primeiro més pds-infeccdo, os vermes ja estdo mortos. Na presenca de apenas um fator
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parasitario (vermes ou ovos), a fibrose septal ndo se desenvolve completamente
(SOUZA et al., 2006b; BARBOSA e ANDRADE, 2010).

Souza e colaboradores (2006b) observaram que as células estreladas hepéticas
ndo sdo as Unicas células indutoras de fibrose septal na Capilariase hepatica, assim
como acontece no modelo de fibrose septal induzida pelo soro de porco. Isto tem
suscitado o interesse de pesquisadores por outros tipos celulares potencialmente
fibrogénicos que podem fazer parte da formacdo da fibrose hepéatica (RUBIN et al.,
1968; ANDRADE, 1991; BHUNCHET e WAKE, 1992).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a contribuicdo das células potencialmente fibrogénicas do espaco-
porta nas fases iniciais da formagéo da fibrose septal induzida por Capillaria hepatica

em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a dindmica das células do espaco-porta envolvidas na formacdo inicial
da fibrose septal, através do exame histoldgico de rotina (HE e Picro-sirius vermelho) e
da imunohistoquimica (CD-31 e GFAP).

Investigar a presenga dos miofibroblastos durante a formagédo da fibrose septal

hepatica, através da imunohistoquimica para o. — Actina do musculo liso.
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4 MATERIAL E METODOS

O material utilizado neste trabalho foi obtido a partir do arquivo de blocos
parafinados do Laboratorio de Patologia Experimental, no Centro de Pesquisa Gongalo
Moniz, Fiocruz-Ba, onde fragmentos de figado de 25 ratos Wistar - 20 animais
infectados experimentalmente por via orogastrica com 800 ovos embrionados de
Capillaria hepatica e 5 animais como controle do estudo - foram coletados, fixados em
formol e armazenados.

As amostras de figado foram retiradas de animais que foram eutanasiados em
fases iniciais da formacéo e evolugédo da fibrose septal, em diferentes pontos nos dias
12°, 14° 16° e 18°, apds a infeccdo por Capillaria hepatica e divididos em grupos:
grupo 1 (12 dias), grupo 2 (14 dias), grupo 3 (16 dias), grupo 4 (18 dias) e grupo 5
(controle). Em cada grupo foram utilizados 5 animais de ambos 0s sexos, com peso
entre 250-300g, sendo manipulados ao longo do experimento, de acordo com os
principios éticos de experimentacdo animal. O grupo 5 recebeu salina estéril, também
por via orogastrica e 0s animais foram eutanasiados aos 12 dias pds-ingestédo da salina.

Foram feitos cinco cortes de tecido hepatico por animal (bloco parafinado) de
cada grupo; uma lamina para cada coloracdo HE (histologia), Picro-sirius vermelho
(fibras colagenas), a-Actina do muasculo liso (miofibroblastos), CD-31(células
endoteliais) e GFAP (células estreladas hepaticas). O estudo foi considerado como

experimental, retrospectivo, histoldgico, imunohistoquimico e descritivo.

4.1 HISTOLOGIA

Os blocos de parafina foram cortados em micr6tomo em secgdes de 5um para
coloracdo de rotina (Hematoxilina e Eosina) e com Picro-sirius vermelho para
demonstracdo de fibras colagenas. A observacdo do material foi feita em microscéopio

optico.

4.2 IMUNOHISTOQUIMICA
A imunomarcacdo foi desenvolvida através dos marcadores celulares: anti-o-
actina de musculo liso — Dakocytomation/1:200 (para marcacdo de miofibroblastos),

anti-CD31 — Santa Cruz Biotechnology/ 1:5000 (para marcacédo de células endoteliais) e
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anti-GFAP — Dakocytomation/1: 2000 (para marcacdo de celulas estreladas hepaticas).
Estes marcadores de células foram utilizados como anticorpos primarios.

Durante o desenvolvimento da técnica, as seccdes de figado foram
desparafinizadas com dois banhos de xilol de 15 minutos cada e dois banhos de alcool
absoluto e hidratados progressivamente. A recuperacdo antigénica foi realizada com o
tampdo Citrato 0,010M (pH 6.0) em banho-maria por trinta minutos na temperatura de
95°C. A inativacdo da peroxidase enddgena foi feita através do Kit Dako por um
periodo de trinta minutos. As ligacdes inespecificas foram eliminadas através do Protein
Block (Dako).

Os cortes foram incubados durante toda a noite com 0s anticorpos primarios, em
camara Umida a 4°C. No dia seguinte, os cortes foram lavados trés vezes com PBS pH
7,4 e incubados com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado a peroxidase
para os anticorpos CD31 e GFAP e anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase
para a-actina de masculo liso em temperatura ambiente por 30 minutos. Na revelagdo, a

solucdo de DAB (Diaminobenzidina/Dakocytomation) foi utilizada como cromdgeno.

TABELA 1- Lista de anticorpos e suas referéncias

Anticorpo Diluigéo Fabricante
a-Actina de musculo liso 1:200 Dakocytomation
' (Dinamarca)
CD-31 Santa Cruz Biotechnology
1:5000
(Europa)
GFAP 1:2000 Dakocytomation

(Dinamarca)




20 ratos Wistar

Eutanasia

Infeccdo experimental de ratos por C.

hepatica (800 ovos)

12 dias - Grupo 1 - 5 animais

14 dias - Grupo 2 - 5 animais

—>

16 dias - Grupo 3 - 5 animais

18 dias - Grupo 4 - 5 animais

12 dias - Grupo 5 - 5 animais

Fixagdo e processamento das amostras
Blocos em parafina.

Colorag0es histolégicas: HE e Picro-
sirius vermelho.

Imunohistoquimica: a-Actina, CD31 e
GFAP

Figura 1- Desenho experimental
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5 RESULTADOS

5.1 HE

Esta coloracéo foi utilizada para avaliacdo dos aspectos histologicos do figado.
As estruturas basofilas foram coradas com Hematoxilina (em azul) e as estruturas

aciddfilas pela Eosina (em rosa).

G1: O estudo histoldgico dos animais deste grupo revelou que aos 12 dias pés-infec¢éo,
a maioria dos animais apresentava inflamacdo intensa em espacos-porta, com
disseminacdo da inflamacdo para o paréngquima hepético, com mobilizacdo de
colangiocitos e proliferacdo de ductos biliares. Apenas um animal apresentou

inflamacdo moderada (Figura 2 e Quadro 1).

G2: Aos 14 dias pos-infeccdo, todos os animais exibiram um quadro histologico de
inflamacdo intensa em espacos-porta, além da presenca de varios ductos biliares e

lesBes no parénquima hepatico (Figura 3 e Quadro 1).

G3: Este grupo revelou inflamagéo intensa em todos os animais estudados. Aos 16 dias
pos-infecgdo, os animais apresentaram proliferacdo de ductos biliares, com inflamacéo e

a presenca de vermes no parénguima hepatico e septos fibrosos (Figura 4 e Quadro 1).

G4: Aos 18 dias pés-infecgdo, todos os animais apresentaram um quadro histologico de
inflamacdo intensa, com ductos biliares proliferados e septos fibrosos distribuidos e
conectados por todo o parénquima hepético, dando ao tecido hepéatico um aspecto

pseudonodular (Figura 5 e Quadro 1).

G5: Os animais controle ndo demonstraram sinais de inflamacdo nos espacos-porta ou
no parénquima e ndo evidenciaram o aumento da quantidade de ductos biliares (Quadro
1).

5.2 PICRO-SIRIUS VERMELHO

Este corante foi usado para observacéo das fibras colagenas (em vermelho) no

figado.
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G1: Aos 12 dias pos-infeccdo, as fibras colagenas apresentaram-se de forma evidente na
estrutura dos espacos-porta de todos os animais (vasos e estroma), assim como nos

vasos hepaticos e em projecdes iniciais de septos (Figura 6 e Quadro 2).

G2: Todos os animais deste grupo demonstraram deposito de fibras colagenas na parede
dos vasos e no estroma do espaco-porta aos 14 dias de infeccdo, além do acumulo de
coldgeno em projecOes iniciais de septos e em lesdes parenquimatosas (Figura 7 e
Quadro 2).

G3: Aos 16 dias de infeccdo, quatro dos cinco animais avaliados apresentaram deposito
de colageno na estrutura dos vasos hepaticos e no estroma do espacgo-porta, além da
presenca de fibras colagenas em septos fibrosos. Um animal mostrou-se com depdsito

intenso de colageno (Figura 8 e Quadro 2).

G4: No ultimo ponto de analise dos animais eutanasiados (18 dias), foi possivel
observar que os septos fibrosos estavam distribuidos pelo parénquima, em conexao e

com formac&o de pseudonddulos (Figura 9 e Quadro 2).

G5: Nos animais controle, so foi possivel observar o depdsito de coldgeno na estrutura

dos espacos-porta e em vasos hepaticos (Quadro 2).
5.3 0-ACTINA DE MUSCULO LISO

Este marcador permite a analise de miofibroblastos e células musculares lisas,

na cor castanho.

G1: No 12° dia de infeccdo, foi observado que todos os animais demonstraram
marcagdo para o-actina de musculo liso em miofibroblastos no interior dos espagos-
porta, com irradiacdo destas células para o parénquima hepatico e concentracdo destes

elementos celulares em torno do espaco-porta (Figura 10 e Quadro3).

G2: Aos 14 dias pos-infeccdo, todos os animais demonstraram miofibroblastos
concentrados nos espacgos-porta, em areas de lesdo no parénquima hepatico e em torno

de ductos biliares (Figura 11 e Quadro3).

G3: Neste periodo da infecgdo, 16 dias, houve marcagdo positiva para a-actina de

mausculo liso nos espagos-porta (vasos e miofibroblastos) e no interior dos septos
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fibrosos distribuidos por todo parénquima hepatico. Estas caracteristicas apresentaram-
se na maioria dos animais (Figura 12 e Quadro3).

G4: Ao final da infeccdo (18 dias), observou-se que todos os animais demonstraram
marcagdo para a-actina de masculo liso nos espagos-porta (nos miofibroblastos e nos
vasos), em torno de ductos biliares e no interior dos septos fibrosos completos (Figura
13 e Quadro3).

G5: Nos animais controle houve marcagdo para a-actina de musculo liso, apenas na

estrutura de vasos (células do musculo liso) (Quadro 3).
5.4 CD-31

As células endoteliais foram evidenciadas na cor castanho, através do CD-31.

G1: O marcador CD-31 foi positivo para células endoteliais. Aos 12 dias de infeccdo,
foi observado que todos os animais demonstraram marcagdo de novos vasos nos

espacos-porta, além da marcacdo dos sinuséides (Figura 14 e Quadro 4).

G2: No 14° dia pos-infeccdo, houve marcacdo dos vasos pré-existentes dos espagos-
porta e de vasos proliferados, assim como dos sinuséides em todos 0s animais avaliados
(Figura 15 e Quadro 4).

G3: Com o decorrer da infeccdo, aos 16 dias, todos os animais analisados revelaram
marcacdo para CD-31, na estrutura dos vasos pré-existentes dos espacos-porta e dos
vasos recém-proliferados, além da marcacdo dos sinusOides e dos vasos em septos
fibrosos (Figura 16 e Quadro 4).

G4: Ao final da infeccdo (18 dias), foi possivel observar a marcacdo para CD-31 em
NOVOS vasos Nos espacos-porta, nos sinusdides, além da marcacdo de células endoteliais

em septos fibrosos (Figura 17 e Quadro 4).

G5: Todos os animais controle demonstraram marcacdo para CD-31 em células
endoteliais dos vasos hepaticos pré-existentes (Quadro 4).

5.5 GFAP

O GFAP foi utilizado para marcacdo em castanho de células estreladas
hepaticas.
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G1: Nesta fase da infeccdo (12° dia), a proteina acida fibrilar glial foi evidenciada nos
espacos-porta de todos os animais através da marcacéo de células estreladas hepaticas e
de ductos biliares (colangiécitos), como também de Cehs do espaco de Disse (Figura 18
e Quadro 5).

G2: No 14° dia da infecgdo, a marcacao foi observada em células estreladas hepaticas
presentes nos espacos-porta, em ductos biliares (colangidcitos), assim como em &reas de

lesdo no parénguima e nos sinusoides hepaticos (Figura 19 e Quadro 5).

G3: Neste periodo da infeccdo (16 dias), houve marcacdo para GFAP em ductos biliares
(colangidcitos) e em células estreladas hepéticas dos espacos-porta, do espaco de Disse
e do septo fibroso (Figura 20 e Quadro 5).

G4: Aos 18 dias pos-infeccdo, a proteina &cida fibrilar glial foi encontrada em
colangidcitos, foi demonstrada em células estreladas hepaticas presentes nos sinusoides
hepaticos e em células estreladas hepaticas concentradas no interior dos septos fibrosos
(Figura 21 e Quadro 5).

G5: No grupo controle ocorreu marcacdo apenas em colangiécitos e células estreladas
hepéticas dos sinuséides (Quadro 5).



Figura 2- Em A, infiltrado inflamatério no espaco-porta (seta) com proliferacdo de ductos
biliares (cabeca de seta). Em B, reacdo inflamat6ria em torno de ductos biliares, espaco-porta da
figura A (seta) e ductos biliares (cabega de seta). Em C, mobilizag¢&o de colangiocitos, espaco-
porta da figura A (seta) e proliferacéo de ducto biliar (cabeca de seta). Fotomicrografias opticas.
A - 150 pm, B - 50 um, C - 50 um. HE - 12 dias.
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Figura 3- Em A, infiltrado inflamatorio no espaco-porta com irradiagdo para o parénquima
(seta) e proliferagdo de ductos biliares (cabeca de seta). Em B, demonstracdo de ductos biliares,
espaco-porta da figura A (seta). Em C, reacdo inflamatoria em torno da veia-porta (seta) e no
parénquima (cabega de seta). Fotomicrografias opticas. A - 150 um, B - 50 pum, C - 50 pum. HE -
14 dias.



Figura 4- Em A, proliferacdo de ductos biliares (seta). Septo celuloso irradiado do espaco-porta
(cabeca de seta). Em B, irradiacdo de septos a partir do espago-porta, espaco-porta da figura A
(seta) com demonstracdo de ductos biliares (cabeca de seta). Em C, septo celuloso distribuido
pelo parénquima (seta), presenca de vermes (cabeca de seta). Fotomicrografias. A- 150 um, B-
50 pm, C- 150 pum. HE — 16 dias.
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Figura 5- Em A, septos celulosos distribuidos pelo parénquima (seta). Em B, septos irradiados
da area portal, espago-porta da figura A (seta) e demonstracdo de ductos biliares (cabeca de
seta). Em C, septos fibrosos completos (seta), conectados por espagos-porta e veias centrais.
Fotomicrografias Opticas. A - 150 um, B - 50 um, C - 150 um. HE — 18 dias.
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Figura 6- Em A, deposito de coldgeno em torno do espago-porta (seta) e em torno de ductos
biliares (cabeca de seta). Em B, depdsito de colageno em projecdo inicial de septo irradiado da
area portal, espago-porta da figura A (seta) e em torno dos ductos biliares (cabega de seta). Em
C, depdsito de colageno na estrutura dos vasos hepaticos (seta). Fotomicrografias Opticas. A -
150 pm, B - 50 pm, C - 150 pm. Picro-sirius vermelho — 12 dias.
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Figura 7- Em A, depdsito de coldgeno em um septo inicial (seta) e em torno do espago-porta
(cabeca de seta). Em B, colageno em projec¢des de septos irradiados da area portal, espaco-porta
da figura A (seta). Em C, deposito de coldgeno em uma projecdo inicial de um septo fibroso
(seta) e na estrutura do vaso hepético (seta menor). Fotomicrografias opticas. A - 150 um, B -
50 pm, C - 150 pum. Picro-sirius vermelho — 14 dias.
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Figura 8- Em A, deposito de colageno em torno de uma lesdo no parénquima (seta) e em torno
do espacgo-porta (cabeca de seta). Em B, colageno em septo fibroso irradiado da area portal,
espaco-porta da figura A (seta). Em C, depdsito de colageno em um septo fibroso (seta) e em
torno de uma lesdo no parénquima. Fotomicrografias dpticas. A - 150 um, B - 50 um, C - 150

pm. Picro-sirius vermelho — 16 dias.



Figura 9- Em A, depoésito de coldgeno no parénquima hepatico (septos fibrosos), aspecto
pseudonodular, (seta). Em B, colageno no interior do septo completo irradiado da area portal,
espaco-porta da figura A (seta) e em torno do espago-porta (cabeca de seta). Em C, septos
fibrosos completos distribuidos pelo parénquima hepatico, aspecto pseudonodular (seta).
Fotomicrografias Opticas. A - 150 um, B - 50 um, C - 150 um. Picro-sirius vermelho — 18 dias.



Figura 10- Em A, acimulo de miofibroblastos no interior e em torno do espago-porta (seta). Em
B, células actino-positivas no interior e em torno do espago-porta, espaco-porta da figura A
(seta). Em C, marcagdo positiva para a-actina do masculo liso no parénquima. Fotomicrografias
Opticas. A - 150pum, B - 50 um, C - 150 pm. a-Actina do musculo liso - 12 dias.



Figura 11- Em A, marca¢do positiva para a-actina do muasculo liso em miofibroblastos
presentes no espacgo-porta e nas proximidades (seta). Em B, células actino-positivas em torno do
espaco-porta, espaco-porta da figura A (seta) e ao redor do ducto biliar (cabega de seta). Em C,
células positivas para a-actina do masculo liso, coradas em castanho, no parénquima (seta) e no
interior do espago-porta (cabeca de seta). Em D, marcacdo de células actino-positivas em torno
do ducto biliar, espaco-porta da figura C (seta). Fotomicrografias Opticas. A - 150 um, B - 50
pm, C - 150 um, D - 50 um. a-Actina do musculo liso — 14 dias.



Figura 12- Em A, marcagdo positiva para a-actina do muasculo liso no interior dos septos
fibrosos irradiados do espaco-porta (seta). Em B, presenca de células actino-positivas no interior
dos septos, septos fibrosos da figura A (seta) e em pequenos vasos no espago-porta (cabeca de
seta). Em C, miofibroblastos em castanho. Parénquima hepatico com aspecto pseudonodular
(seta). Em D, células positivas para a-actina do musculo liso em septos (seta), além do acumulo
de miofibroblastos no parénquima hepatico (cabeca de seta). Fotomicrografias Opticas. A - 150
pm, B - 50 um, C - 150 pm, D - 150 um. a-Actina do musculo liso - 16 dias.



Figura 13- Em A, células actino-positivas no interior do espaco-porta (seta) e nos septos
fibrosos (cabeca de seta). Em B, marcacdo de miofibroblastos em um septo fibroso a partir do
espaco-porta, espaco-porta da figura A (seta) e em ductos biliares (cabeca de seta). Em C,
marcagdo positiva para a-actina do masculo liso em torno de ductos biliares, espaco-porta da
figura A (seta), além da marcacdo de células em torno do espaco-porta (cabega de seta). Em D,
celulas actino-positivas no interior dos septos fibrosos (seta) e na estrutura do espago-porta
(cabeca de seta). Fotomicrografias Opticas. A - 150 um, B - 50 um, C - 25 pym, D - 150 um. a-
actina do musculo liso — 18 dias.
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Figura 14- Em A, marcacdo positiva para CD31 nos vasos do espaco-porta (seta), além da
marcacdo dos sinusoOides hepaticos (cabeca de seta). Em B, células endoteliais no espago-porta
com marcacao para C31 em castanho, espaco-porta da figura A (seta), assim como 0s sinuséides
hepéticos (cabega de seta). Em C, células positivas para CD31 nos espagos-porta (seta) e nos
sinusoides hepéticos (seta menor). Fotomicrografias opticas. A - 150 pm, B - 50 um, C - 150
pm. CD31 - 12 dias.
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Figura 15- Em A, marcacdo de células endoteliais no espaco-porta (seta). Em B, células
endoteliais de pequenos vasos positivas para CD31 no interior do espaco-porta (seta), e na
parede dos sinusoOides hepaticos (cabeca de seta). Em C, marcacdo positiva para C31 em
castanho no espaco-porta (seta). Fotomicrografias opticas. A - 150um, B - 50 um, C - 150um.
CD31 - 14 dias.



Figura 16- Em A, células endoteliais positivas para CD31 no espaco-porta (seta), além da
marcacdo nos sinuséides hepaticos (cabeca de seta). Em B, marcacdo para CD31 de pequenos
Vasos no espaco-porta, espago-porta da figura A (seta), marcacdo de célula endotelial no septo
fibroso (seta vermelha), além da marcagdo da parede dos sinusoides hepaticos (cabega de seta).
Em C, demonstracdo de célula endotelial positiva para CD31 no interior do septo fibroso (seta),
celulas positivas para CD31 no sinuséide hepético (seta). Fotomicrografias dpticas. A - 150um,
B - 50um , C - 150um. CD31 - 16 dias.
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Figura 17- Em A, células positivas para CD31 no espago-porta (seta) e nos sinusoides hepaticos
(cabeca de seta). Em B, endotélio positivo para CD31 em vaso presente no interior do septo
fibroso (seta) e em pequenos vasos no espago-porta, espaco-porta da figura A (cabeca de seta).
Em C, marcacdo positiva para CD31 nos espacos-porta (seta) e no interior do septo fibroso
(cabeca de seta). Fotomicrografias opticas. A - 150um, B - 50um, C - 150um. CD31 - 18 dias.



Figura 18- Em A, marcacdo positiva em castanho para GFAP no espago-porta (seta). Em B,
células positivas para GFAP no espaco-porta, espaco-porta da figura A, e em células estreladas
hepéticas (seta). Marcacdo em ductos biliares (seta menor) e no espaco de Disse (cabega de
seta). Em C, demonstracdo de células estreladas hepéticas no interior do espago-porta, espago-
porta da figura A (seta). Fotomicrografias Opticas. A - 150um, B - 50um, C - 25 um. GFAP — 12
dias.
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Figura 19- Em A, marcagdo de células positivas para GFAP em castanho, no espaco-porta
(seta) Em B, células positivas para GFAP: células estreladas hepéticas (seta), marcagdo no
espaco de Disse- células estreladas hepaticas- (seta menor) e em ductos biliares (cabeca de seta),
espaco-porta da figura A. Em C, células estreladas hepaticas positivas para GFAP (seta) em area
de lesdo, além da marcacdo positiva de ducto biliar (cabeca de seta). Fotomicrografias dpticas.
A - 150pm, B - 50um, C - 150um. GFAP — 14 dias.
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Figura 20- Em A, marcacgdo de células para GFAP no espago-porta (seta). Em B, colangidcitos
positivos para a proteina GFAP, espago-porta da figura A (seta) e marcacdo de célula estrelada
hepética (cabeca de seta). Em C, espago-porta da figura A, marcacdo de ducto biliar (seta
maior), marcacao de célula estrelada hepatica (seta menor). Fotomicrografias opticas. A - 150
pm, B - 50 um, C - 25 um. GFAP — 16 dias.
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Figura 21- Em A, células positivas para GFAP no interior dos septos (seta maior) e no espago-
porta (seta menor). Em B, células estreladas hepéticas positivas para a proteina GFAP no
espaco-porta, espaco-porta da figura A (seta maior), marcacdo de colangidcitos (seta
intermediaria). Cehs em septos fibrosos (seta menor). Em C, marcacdo de ducto biliar (seta
maior), espaco-porta da figura A, marcacdo de Cehs em septos fibrosos (seta intermediaria),
além da marcacédo de célula estrelada hepética no espago-porta (seta menor). Fotomicrografias
Opticas. A - 150 pm, B - 50 pm, C - 25 um. GFAP — 18 dias.
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Analise histologica semiquantitativa:

Grupos: G1 — 12 dias/ G2 — 14 dias/ G3 — 16 dias/ G4 — 18 dias/ G5 - controle.

Graduacao/Escore: ausente (1), moderado (2) e intenso (3).

HE

e Inflamacdo hepatica

Ausente- Auséncia de inflamacao em areas portais, no parénquima e sem 0 aumento
da quantidade de ductos biliares.

Moderada- Processo inflamatdrio concentrado nos espacos-porta com proliferacéo de
ductos biliares.

Intensa- Inflamacdo irradiada dos espacos-porta para o parénquima, com proliferacéo
de ductos biliares.

PICRO-SIRIUS VERMELHO
e Marcacao de coladgeno no figado

Ausente - Marcacao restrita a parede vascular.

Moderada- Marcacdo no interior do espaco-porta e em projecdes iniciais de septos
celulosos.

Intensa - Depdsito de coldgeno no espaco-porta e em septos fibrosos completos.

a- ACTINA DE MUSCULO LISO

e Marcacdo de miofibroblastos no figado



Ausente — Marcagdo na parede dos vasos hepéticos (células de masculo liso).

Moderada- Acumulo de miofibroblastos no espago-porta com disseminacédo para o

parénquima e no interior de projecdes incompletas de septos fibrosos.

Intensa- Marcacdo de miofibroblastos no espago-porta, no parénquima hepatico e
no interior de septos fibrosos completos.

CD-31
e Marcacdo de células endoteliais.

Ausente- marcacao de células endoteliais pré-existentes no figado: vasos portais,
veias centrais e sinusoides.

Moderada- Marcacao de novos vasos no espago-porta, marcacgao de veias centrais e
de sinusoides.

Intensa- Marcacao de novos vasos no espago-porta e no interior de septos fibrosos,
marcacao de veias centrais e sinusdides.

GFAP

e Marcacao de células estreladas hepéticas

Ausente- marcacdo de células estreladas hepaticas no espaco de Disse e em ducto
biliar.

Moderada- marcacdo de Cehs no espaco de Disse, no parénquima hepatico, no
espaco-porta e marcacao para GFAP em ductos biliares (colangidcitos).

Intensa- Marcacdo de células estreladas hepéaticas no espaco de Disse, no
parénquima hepatico, no espaco-porta, no parénquima hepatico, nos ductos biliares
(colangiocitos) e em septos fibrosos.
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HE G1 G2 G3 G4 G5
R1 3 3 3 3 1
R2 3 3 3 3 1
R3 2 3 3 3 1
R4 3 3 3 3 1
R5 3 3 3 3 1
Quadro 1 — Analise histol6gica semiquantitativa - HE
PIFG G1 G2 G3 G4 G5
R1 2 2 3 3 1
R2 2 2 2 3 1
R3 2 2 2 3 1
R4 2 2 2 3 1
R5 2 2 2 3 1
Quadro 2 — Analise histologica semiquantitativa — Picro-sirius vermelho
a-ACTINA G1 G2 G3 G4 G5
DE
MUSCULO
LISO
R1 2 2 3 3 1
R2 2 2 2 3 1
R3 2 2 2 3 1
R4 2 2 3 3 1
R5 2 2 2 3 1
Quadro 3 — Analise histologica semiquantitativa - a- Actina do musculo liso
CD-31 Gl G2 G3 G4 G5
R1 2 2 3 3 1
R2 2 2 3 3 1
R3 2 2 3 3 1
R4 2 2 3 3 1
R5 2 2 3 3 1
Quadro 4 — Anélise histoldgica semiquantitativa - CD-31
GFAP G1 G2 G3 G4 G5
R1 2 2 3 3 1
R2 2 2 3 3 1
R3 2 2 3 3 1
R4 2 2 3 3 1
R5 2 2 3 3 1

Quadro 5 — Analise histologica semiquantitativa - GFAP
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6 DISCUSSAO

O espaco-porta é o local de origem da fibrose em muitas doencas cronicas do
figado, além das doencas que atingem o sistema biliar, sendo este sitio composto por
celulas, como os fibroblastos portais, pericitos vasculares, células musculares e células
ductais (colangidcitos) que tém a capacidade de gerar miofibroblastos indutores de
fibrose (MIYAZAKI et al., 1993; ANDRADE et al., 1999; KINNMAN e HOUSSET,
2002; PRIESTER et al., 2010).

O trato portal € o caminho de entrada do sangue no figado, através da veia-porta
e da artéria hepética, e 0 caminho de saida da bile, pelo ducto biliar, e da linfa, pelos
capilares linfaticos. O figado é responsavel pela producdo da maior parte da linfa
produzida em todo organismo e 0 espaco-porta pode ser considerado como o centro da
drenagem linfatica hepatica (RAMADORI e SAILE, 2004; MCCUSKEY, 2008;
OTHANI e OTHANI, 2008). Estas caracteristicas nos levam a crer que no estudo
desenvolvido, no qual os espagos-porta se revelaram como o ndcleo da resposta
fibrogénica, assim como foi referido por Lemos e Andrade (2010), os antigenos
liberados por vermes adultos e ovos (estejam eles vivos ou em desintegracdo), além dos
mediadores quimicos gerados pela agressdao ao parénquima hepatico, circulam pelo
tecido através do plasma e penetram nos espagos-porta pelos capilares linfaticos,
desencadeando a mobilizacdo dos elementos celulares potencialmente fibrogénicos que
residem no trato portal e, conseqlientemente, fibrose.

Ao entrar no figado, o sangue venoso se mistura ao sangue arterial dentro dos
sinusoides hepaticos, que sdo capilares especiais do figado por serem fenestrados e por
desempenharem funcdes vitais ao 6rgdo, como a troca metabolica bidirecional com os
hepatdcitos. E por meio destes capilares fenestrados que o plasma extravasa para o
espaco de Disse e chega aos capilares linfaticos como linfa que segue para o canal
toracico (MCCUSKEY, 2008; HERNANDEZ-GEA e FRIEDMAN, 2011).

No 12° dia pos-infeccdo, o figado mostrou-se com sinais de alteragcbes em sua
histologia, especialmente nos espagos-porta. Neste momento, o trato portal apresentou-
se com inflamac&o e com proliferacdo de ductos biliares em todos os animais avaliados.
Este comportamento assemelha-se ao que foi visto por Oliveira e Andrade (2005) em
camundongos infectados com Schistosoma mansoni, onde a inflamacgdo e os ductos

proliferados estiveram presentes no figado durante a infeccao.
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No figado normal, os colangidcitos sdo mitoticamente quiescentes, contudo no
modelo murino de cirrose induzida por tetracloreto de carbono, a proliferacdo de ductos
biliares foi evidente, assim como no modelo em estudo (ALPINI et al., 1997). Apesar
de muitas doencas hepaticas terem a proliferacdo de ductos biliares como uma
caracteristica comum, em experimentos feitos com ratos infectados por C. hepatica,
analisados a partir do 17° dia, este aspecto ndo foi relevante (SOUZA et al., 2006b) .

A proliferagdo de ductos biliares ocorre em muitas doencgas hepaticas como nas
hepatites virais, na cirrose biliar primaria, na colangite esclerosante primaria, na atresia
biliar e em muitas outras doencgas hepéticas. Geralmente estes ductos proliferam para
substituir colangidcitos, produzir fatores pro-fibrogénicos ou para gerar miofibroblastos,
sendo que o aumento destes colangidcitos em condigdes patoldgicas tem suscitado o
interesse dos pesquisadores com relagcdo ao papel que podem exercer na fibrogénese
hepética (SEKI et al., 1993; SEDLACZEK et al., 2001; PRIESTER et al., 2010).

Os colangiédcitos tém sido preconizados na literatura cientifica como possivel
origem de miofibroblastos. Estas células epiteliais podem se diferenciar em células
mesenquimais secretoras de componentes da matriz extracelular, através do processo de
transicdo epitélio-mesénquima (TEM) e, no presente estudo, estas células parecem ter
grande participacdo na formacdo da fibrose septal, visto que foi observada a a
proliferacdo de colangiécitos em todos os animais analisados (DIAZ et al., 2008 e
GLASER et al., 2009).

Omenetti e colaboradores (2008) também ressaltaram que os colangiocitos
podem participar da fibrose hepéatica de forma direta, através da transicdo epitélio-
mesénquima, ou indiretamente, por meio da ativacdo de células estreladas hepaticas. De
qualquer modo, a participacdo dos ductos biliares na fibrose hepatica ainda tem gerado
muitos debates como foi comentado por Choi e Diehl (2009) e Sholten e colaboradores
(2010), sendo essencial o aumento dos estudos neste contexto para ratificar a
cooperacdo destes elementos celulares com a fibrose hepatica.

A a-actina de musculo liso atuou como um marcador de miofibroblastos que
foram evidentes durante todo periodo de observacdo do experimento. Estas células
contrateis, independente de sua origem e localizagdo, séo identificadas por sua
morfologia especifica (produzem fibras de estresse), pela sua capacidade de secretar
componentes da matriz e pela expressdo de a-actina do masculo liso (PAROLA et al.,
2008).
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Através da anélise da fase inicial do experimento, foi possivel observar que estas
células expandiam-se a partir do espaco-porta em 100% dos animais. Aos 18 dias, no
altimo ponto de analise histoldgica, os miofibroblastos estavam concentrados em septos
fibrosos ao longo do parénquima hepético. Alguns vasos também foram marcados por
esta proteina, pois a contém em sua estrutura (células do musculo liso) (PAROLA et al.,
2008).

Estes dados estdo relacionados ao que foi constatado por Lemos e Andrade
(2010) em fases iniciais dos estudos da fibrose septal induzida pela C.hepatica e pelo
soro de porco. Contudo, diferem do que foi visto por Souza e colaboradores (2006b)
atraveés de técnicas combinadas de histologia de rotina, microscopia eletronica de
transmissdo e imunohistoquimica em ratos infectados com C.hepatica em fases mais
tardias. Foi relatado que poucos miofibroblastos eram evidentes nesta fase da infeccéo.

Apesar de a marcagdo para o-actina do musculo liso ter sido utilizada para
demonstracdo de miofibroblastos, este marcador ndo permite a identificacdo da origem
destas células. No entanto, as evidéncias geradas - acumulo de miofibroblastos nos
espacos-porta de todos os animais e em todas as fases da infeccdo estudadas - nos
permitem inferir mais uma vez que o espago-porta funciona como um reservatério de
células capazes de induzir fibrose, pos-diferenciacdo. Ademais, estudos feitos por
Cassiman e colaboradores (2002) em figados fibréticos de ratos e de humanos
indicaram que os miofibroblastos septais ttm o mesmo perfil dos miofibroblastos
portais, 0 que pode sugerir uma origem comum entre essas células.

A indicacdo das células estreladas hepéaticas como principais células relacionadas
com a fibrogénese hepética tem sido questionada. Atualmente, sabe-se que uma
populacdo heterogénea de células pode ser a origem da fibrose no figado, todavia a
observacao do comportamento das células estreladas hepéticas ao longo da formacéao da
fibrose septal ndo poderia ser descartada, pois representam um grupo de células que tém
grande contribuicdo na formacdo da fibrose (FORBES e PAROLA, 2011). Alem do
mais, Fonseca e colaboradores (2005) demonstraram por meio de super dosagens de
vitamina A que as células estreladas hepaticas podem migrar para 0s espacgos-porta no
figado de ratos infectados pela C. hepatica do mesmo modo como ocorreu no estudo
corrente. Foi possivel constatar a presenca de células estreladas hepéticas nos espagos-
porta, 0 que sugere que na fibrose septal, assim como em outros tipos de fibrose

hepética, as células estreladas hepéticas colaboram com a formacdo da fibrose, seja
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produzindo matriz extracelular, seja estimulando outras celulas a proliferarem e se
diferenciarem em miofibroblastos.

Neste estudo, as células estreladas hepéaticas foram avaliadas por meio da
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) e foi possivel constatar que, no inicio da infec¢éo,
estas células mostraram-se presentes nos sinusoides hepaticos e nos espagos-porta na
totalidade dos animais analisados, assim como em septos fibrosos, confirmando assim a
colaboracdo destas células na fibrose septal. Entretanto, diferente do que foi observado
neste material, estudos da fibrose septal induzida pela capilariase hepética e pelo soro
de porco revelaram que a participacdo das células estreladas hepéticas ndo foi tdo
proeminente (BHUNCHET e WAKE, 1992; SOUZA et al., 2006b).

A proteina acida fibrilar glial é um filamento intermediario, geralmente
considerado como especifico para linhagem de células astrogliais. Durante episodios de
lesdo ao cérebro, os astrocitos aumentam a expressdo do GFAP, sofrem ativacdo e
adquirem a capacidade de proliferar e secretar fatores de crescimento, sendo que a sua
expressdo diminui com o desenvolvimento da lesio (MACHADO e FIGUEIREDO,
1996; NIKI et al., 1996; PEKNY et al., 1998).

A presenca desta proteina em células estreladas hepaticas foi demonstrada
inicialmente por Gard e colaboradores (1985) e tem sido utilizada como marcador de
ativagdo inicial destas células. Além disso, esta proteina também funciona como um
marcador celular que distingue as células estreladas hepaticas de outros tipos celulares
potencialmente fibrogénicos (NEUBAUER et al., 1995).

Niki e colaboradores (1996) compararam o uso do GFAP com a desmina em
ratos submetidos ao tratamento com CCL4 e concluiram que células positivas tanto para
desmina, quanto para GFAP faziam parte dos septos fibrosos. Eles perceberam também
que a coexpressdo de GFAP/desmina no desenvolvimento dos septos fibrosos e a pouca
expressao do GFAP no estagio avancado da fibrose podem refletir os diferentes estagios
da ativacdo das células estreladas hepaticas.

Chang e colaboradores (2006) também fizeram o uso do marcador GFAP em
células estreladas hepaticas. O intuito destes autores era comparar estas células
mesenquimais hepaticas na esquistossomose e na cirrose induzida pelo virus da hepatite
C. Percebeu-se entdo que a marcacgao para GFAP era aumentada em ambos 0s casos.

Os ductos biliares foram imunorreativos ao GFAP. Este marcador ndo é

especifico para colangiocitos, contudo por ser considerado como um filamento
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intermediario, esta proteina pode estar preservada nestas céelulas epiteliais, assim como
nas células astrogliais do cérebro que especificamente se mostram positivas para este
marcador.

A angiogénese ocorreu de forma acentuada ao longo da infec¢do (CD31). Novos
vasos formaram-se nos espagos-porta, ao inicio da infeccdo, desenvolvendo-se em
paralelo aos septos fibrosos & medida que estes se formavam. Esta conduta dos vasos
assemelha-se a0 mecanismo classico de cicatrizacdo, onde o tecido de granulacao
(angiogénese) aparece em fases iniciais (CARMELIET e JAIN, 2000). Neste
experimento, a proliferacdo dos vasos e o deposito de colageno (avaliada pelo Picro-

sirius vermelho) foram evidentes ao mesmo tempo, em todas as fases da infec¢éo.

A proliferacdo vascular é conhecida por estar associada com a formacdo da
fibrose hepatica. Em experimentos realizados com o modelo classico de fibrose hepética
induzida por C. hepatica, os autores propuseram a angiogénese como um fator de
importancia no desenvolvimento da fibrose septal (BARBOSA e ANDRADE, 2010;
LEMOS e ANDRADE, 2010). A proliferacdo vascular também foi percebida por Taura
e colaboradores (2008) em seus experimentos. Estes pesquisadores tinham como
objetivo bloquear a sinaliza¢do da angiopoietina (citocina angiogénica indispensavel ao
desenvolvimento e remodelamento vascular) para avaliagio do comportamento da
fibrose no figado. Em compara¢do com o controle, a marcacdo para o CD-31 foi
aumentada. Além disso, houve o aumento da expressdo de mRNA do coladgeno a 1 (I),
no figado de ratos tratados com CCIl4 e com ligadura de ducto biliar. Estes achados
estdo correspondentes aos dados encontrados neste estudo, em que houve positividade
diferenciada entre animais infectados e animais controle para o marcador CD-31, além

do deposito crescente de colageno no figado com o desenvolvimento da infec¢éo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os colangidcitos, assim como os miofibroblastos e as células estreladas
hepéticas foram vistos como participantes da formacao inicial da fibrose septal hepatica
induzida por Capillaria hepatica.
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