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RESUMO

AVALIACAO DO PAPEL DAS CELULAS ESTRELADAS HEPATICAS, CELULAS
ENDOTELIAIS SINUSOIDAIS E MACROFAGOS TIPO II, NO REMODELAMENTO
POS-QUIMIOTERAPICO DAS LESOES HEPATICAS NA ESQUISTOSSOMOSE
MANSONICA EXPERIMENTAL. Na esquistossomose mansonica o figado é o 6rgdo alvo
das agressGes patogénicas, onde as lesdes hepéticas caracterizam-se principalmente pela
presenca de granulomas periovulares e formacdo de fibrose periportal, alem de alteracOes
vasculares responsaveis pela hipertensdo dentro do sistema venoso portal. A angiogénese
precede a maioria dos casos de fibrose, onde se verifica participacdo direta das células
estreladas hepaticas (CEH) e das células endoteliais sinusoidais (CES) que sdo estimuladas,
principalmente por macrofagos do tipo 1l (M2) — ativados alternativamente. O tratamento para
esquistossomose é feito pelo uso do praziquantel (PZQ), o qual é capaz de promover cura
parasitologica e reparo das lesdes hepaticas, todavia pouco se sabe sobre os componentes
celulares envolvidos na angiogénese durante o reparo do figado. Este trabalho teve como
objetivo estudar o remodelamento das lesdes hepaticas pos-tratamento e investigar a
participacdo das CEH, CES e macréfagos M2 no processo de reparo das lesdes. Apos
aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-CPqGM), protocolo n°
006/2011, 80 camundongos Swiss Webstar foram utilizados, destes 70 foram infectados com
50 cercérias do Schistossoma mansoni e dez permaneceram intactos. Quatro meses apds
infeccdo foi realizado tratamento com PZQ (400mg/Kg) em parte dos animais infectados,
formando assim trés grupos: um controle, um infectado ndo tratado e outro infectado e
tratado. Em diferentes intervalos de tempo foram realizadas trés hepatectomias parciais: a
primeira com quatro meses de infec¢do (antes do tratamento); a segunda com seis meses de
infeccdo e dois meses de tratamento; a terceira com oito meses de infecgdo e quatro de
tratamento. Os fragmentos hepéticos coletados foram submetidos a avaliacbes morfoldgicas e
estudos imuno-histoquimicos para visualizacdo de componentes celulares — macrofagos M2
(Yml), CEH (a-SMA) e CES (CD31). Analises morfométricas foram realizadas para
quantificacdo do percentual de tecido fibroso e das células imunomarcadas. Nossos resultados
demonstraram que apo6s dois meses de tratamento com PZQ foi possivel observar reabsor¢do
do tecido fibroso hepéatico com reducdo da expressdo de macréfagos M2 e CEH. Quatro
meses apOs a quimioterapia verifica-se aumento no namero de células endoteliais. Esses
resultados sugerem que macrofagos M2 e CEH tém participacao ativa na formacéo do tecido
fibroso, exercendo pouca influéncia na fase involutiva do granuloma. Todavia, a intensa
proliferacdo de CES nos granulomas involutivos, confirma o importante papel da angiogénese
no remodelamento das lesfes hepaticas.

Palavra-Chave: Esquistossomose, Remodelamento, Angiogénese, Praziquantel.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE ROLE OF HEPATIC STELLATE CELLS, ENDOTHELIAL
SINUSOIDAL CELLS AND MACROPHAGES TYPE Il ON POST-CHEMOTHERAPY
REMODELING OF LIVER INJURIES CAUSED BY EXPERIMENTAL
SCHISTOSOMIASIS. The liver is a target for pathogenic attacks during schistosomiasis,
showing periovular granulomas and the formation of periportal fibrosis, besides vascular
changes responsible for hypertension within portal venous system. Angiogenesis precedes
most cases of fibrosis, which can be verified the presence of hepatic stellate cells (HSC) and
liver sinusoidal endothelial cells (LSEC) stimulated mostly by macrophages type Il (M2) —
alternatively activated. Schistosomiasis treatment is based on praziquantel (PZQ), which
enables parasitological cure and resolution of liver cells. However, knowledge regarding
active cell components on angiogenesis during liver regeneration is scarce. Our goal was to
study the remodeling of liver injuries during post-treatment phase and investigate the role of
HSC, LSEC and macrophages (M2) on the process of resolution of injuries. After the
approval of ethical committee for animal research of the CPQGM-FIOCRUZ, record number
006/2011, 80 mice Swiss Webstar were used, which 70 were infected by 50 cercariae of
Schistossoma mansoni and ten remained intact. Four months after infection a treatment with
PZQ (400mg/Kg) was started in part of infected animals, constituting three different groups:
normal, non-treated infected and treated and infected. In different times three partial
hepatectomias were made: the first on four months of infection (before treatment); the second
with six months of infection and two months of treatment; and the third with eight months of
infection and four months of treatment. In all liver fragments collected for morphological
evaluations were performed and immunohistochemistry studies were made to visualize
macrophages M2 (Yml), HSC (a-SMA) and LSEC (CD31). Morphometric analysis was
performed to quantify percentage of fibrosis and the immunostainig cells. Our results show
that after two months of PQZ treatment it is possible to observe fibrosis resorption in the
liver, with reduction of macrophages M2 expression and HSC. Four months after
chemotherapy an increase on the number of LSEC was verified. These results suggest that
macrophages M2 and HSC are active on the formation of fibrosis tissue, playing little
influence on the evolving phase of the granuloma. Nevertheless, intense proliferation of
LSEC observed on involute granulomas confirm the important role for angiogenesis on
remodeling of liver injuries.

keyword: Schistosomiasis, Remodeling, Angiogenesis, Praziquantel.
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1 INTRODUCAO

O figado desempenha diversas fungdes que contribuem para a homeostase do
organismo, por exemplo, metabolismo de macromoléculas, armazenamento de vitaminas e
ferro e desintoxicacdo (GAYTO & HALL, 2011). Entretanto, esta suscetivel a diversos
agentes agressores como infec¢bes virais, auto-imunidade, dieta, quimicos e infeccbes
parasitarias (WALLACE et al., 2008). Nas doencas hepaticas cronicas ocorre sintese
exagerada da matriz extracelular (MEC), ndo acompanhada, na mesma intensidade, pela
degradacdo, logo ha acumulo de MEC no tecido hepético, processo patolégico ao qual se
denomina de fibrose hepética (BURT, 1993). Contudo, a reversibilidade da fibrose é possivel
desde que ocorra a remocao do agente etiolégico (ANDRADE, 2005).

No Brasil, a esquistossomose ¢ uma infeccdo causada pelo helminto Schistosoma
mansoni e tem o figado como alvo de agressdo patogénica (ANDRADE, 2009). A
esquistossomose mansonica caracteriza-se pela presenca de granulomas periovulares e
formacéo de fibrose periportal, além de alteracdes vasculares responsaveis pela hipertensédo
dentro do sistema venoso portal (ANDRADE et al., 2006; ANDRADE, 2004).

Na esquistossomose mansonica observa-se a proliferacdo de capilares sanguineos
durante a formacdo dos granulomas periovulares (LEMOS & ANDRADE, 2010). Esse
processo angiogénico parece ter importancia no desenvolvimento da doenca, estando
associado ao reparo das lesbes hepaticas meses apO0s 0 tratamento curativo da
esquistossomose (ABDEL FATTAH & AHMED, 2012; ANDRADE et al., 2006). Para
formagdo de um novo capilar dois elementos celulares s&o imprescindiveis: as células
endoteliais e os pericitos (ARMULIK et al., 2005). As células endoteliais se organizam em
estruturas tubulares, que sdo envolvidos e estabilizados pelos pericitos, formando assim, um
novo capilar (LEE et al., 2007). Contudo, nas lesdes hepéticas os pericitos — representados
pelas células estreladas hepaticas (CEH) — se desprendem da parede do vaso neo formado,
adquirem fenotipo de miofibroblastos e passam a depositar matriz extracelular na regido com
lesdo (LEE et al., 2007). Estudos também revelaram participacdo da angiogénese durante o
processo de involucdo dos granulomas esquistossomoticos hepaticos pos-quimioterapia e
estes sugerem investigagdes mais acuradas sobre o papel desempenhado pelos pericitos
durante o reparo das lesbes hepaticas (ABDEL FATTAH & AHMED, 2012; ANDRADE et
al., 2006).

Na infeccdo pelo S. mansoni, os antigenos soltveis de ovos (SEA) estimulam as células

de Kupffer que, de forma autdcrina e paracrina, induzem ativagdo alternativa de macrofagos



18

que induzem ativacdo de CEH e de células endoteliais sinusoidais (CES), contribuindo para
angiogénese e fibrogénese esquistossomotica (PEREIRA et al., 2013; BARRIE, et al., 2012).
Na esquistossomose cronica, 0os macrdfagos tipo 1l (M2) — ativados alternativamente —
desempenham fungbes anti-inflamatorias, participam da cicatrizacdo de feridas e fibrose
(PEARCE & MACDONALD, 2002), também induz ativacdo de CEH e CES (PEREIRA et
al., 2013). Estudos que visem um maior entendimento da populagdo de macrofagos envolvida
na fase de resolucdo da esquistossomose sdo de suma relevancia para compreender as funcoes

desempenhadas por estas células durante o processo de reparo (BARRON & WYNN, 2011).

1.1 JUSTIFICATIVA

O tratamento feito pelo uso do praziquantel (PZQ) é capaz de promover a cura
parasitolégica e o reparo das lesdes hepaticas na esquistossomose. Apesar da eficacia do
tratamento curativo a pesquisa investigativa estava voltada para as fases aguda e cronica da
doenca. Os poucos estudos relacionados ao estagio de resolucdo da doenca estavam
concentrados na degradacdo/reabsorcdo do tecido fibroso hepéatico e na patogenia, com
andlise limitada as alteragBes vasculares hepéaticas e componentes celulares. Este
direcionamento pode ser explicado pela falsa ideia de que a fibrose era a Unica responsavel
pelos disturbios hepaticos.

Considerando a participacdo da angiogénese também durante a fase de resolugédo das
lesbes esquistossomoticas e sua possivel relagdo com o remodelamento do tecido conjuntivo e
da arquitetura vascular (ANDRADE et al., 2006; ANDRADE & SANTANA, 2010), surgiu o
interesse de investigar a participacdo das CEH, CES e macréfago M2 nos granulomas

esquistossomoticos durante a fase resolucao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=MacDonald%20AS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12094224
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 FIBROSE HEPATICA

O figado é um drgdo com elevado metabolismo, sendo responsavel pela sintese,
armazenamento, excrecgdo e secrecdo de diversas substancias, estes processos séo vitais para o
individuo (GAYTO & HALL, 2011). Apesar de sua importancia na homeostasia do
organismo, o figado € vulneravel a uma série de agressdes, tais como, infeccao viral (hepatite
B, C e D), doencas auto-imunidade (cirrose biliar primaria, hepatite auto-imune), doencas
hereditarias (fibrose cistica, hemocromatose hereditaria), dieta (doenca do figado gorduroso
ndo alcodlica), substancias quimicas (hepatite alcoolica) (WALLACE et al., 2008) e infeccdo
parasitéria (esquistossomose, capilariase hepatica) (ANDRADE, 2005).

Lesdes cronicas do figado, causadas por diversas etiologias, induzem a formacéo de
fibrose hepatica (IWAISAKO et al., 2012). Esta resposta de cicatrizacdo é caracterizada pelo
acumulo de proteinas da matriz extracelular (MEC), incluindo colageno fibrilar (BATALLER
& BRENNER, 2005). No figado normal, a MEC é um substrato dinamico regulado pela
sintese e degradacdo de seus componentes (HERNANDEZ-GEA & FRIEDMAN, 2011).
Entretanto, durante uma lesdo ha destruicdo tecidual substancial e, consequentemente, a
fibrogénese sobrepde a fibrolise (ANDRADE, 2005; ANDRADE, 2008), aumentando a
deposicdo de colageno que substitui as células danificadas e forma fibrose.

As mudancas quantitativas e qualitativas na composicdo da MEC sdo inerentes a
fibrose hepatica. Normalmente, a MEC - constituida por colageno (1, 11, 1V e VI), elastina,
acido hialurdnico e glicoproteinas estruturais — correspondem a menos de 3% da area de uma
seccdo histologica do figado (HERNANDEZ-GEA & FRIEDMAN, 2011), mas durante
lesGes cronicas pode aumentar em cerca de 06 vezes seus componentes (BATALLER &
BRENNER, 2005), principalmente, colageno | e Il e fibronectina (HERNANDEZ-GEA &
FRIEDMAN, 2011).

Os diferentes padrdes de lesdo do figado podem levar a graus variados de alteracdes
hepéticas (ALVES & MELLO, 2011). Se a lesdo for aguda as altera¢bes sdo passageiras, visto
que, as células lesionadas sdo substituidas por células regeneradas, a pouca matriz fibrosa
produzida é degradada e o figado restaura sua composicdo normal. No entanto, se a lesdo
persiste a regeneracdo do figado falha e ha uma progressiva substituicdo do parénquima
hepético por tecido cicatricial, acompanhado de altera¢6es vasculares, podendo progredir para
0 estagio de cirrose (HERNANDEZ-GEA & FRIEDMAN, 2011).
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A resposta inicial a lesdo hepéatica é o recrutamento de células inflamatorias que
secretam citocinas reguladoras da resposta inflamatdria. Alguns destes mediadores — fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-beta (TGF-f3),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), entre
outros — desempenham um importante papel na fibrogénese hepética, pois, estimulam a
proliferacdo, migracdo e ativacdo de células produtoras de MEC, principalmente, as CEH
(HERNANDEZ-GEA & FRIEDMAN, 2011; LEE & FRIEDMAN, 2011).

A fibrose hepatica despertou maior interesse na década de 1980, quando as CEH
conhecidas como células de Ito ou células perisinusoidais, foram identificadas como as
principais produtoras de colageno no figado (FRIEDMAN et al.,1985). Este tipo de célula, foi
descrita por von Kupffer em 1876 como sternzellen (célula em forma de estrela) do figado
(HENDERSON & FORBES, 2008) e residem no espaco de Disse entre os hepatdcitos e 0s
sinusdides. Atualmente, as CEH permanecem como a principal, mas, ndo Unica, via celular de
fibrogénese hepética (IWAISAKO et al., 2012). Além das CEH, os fibroblastos portais
(IWAISAKO et al., 2012), os fibrocitos circulantes (KISSELEVA et al., 2006), as células da
medula 0ssea (FORBES et al., 2004; RUSSO et al., 2006) e as células da transicao epilétio-
mesenguimal (CHOI & DIEHL, 2009), também participam da fibrogénese hepatica. Segundo
Bataller & Brenner (2005), a importancia de cada tipo celular na fibrogénese hepética pode
estd associada ao local da lesdo, assim, enquanto as CEH sdo as principais produtoras de
colageno em éreas pericentrais os miofibroblastos portais predominam nas lesées em torno
dos tratos portais.

As CEH sdo pericitos que, em estado de quiescéncia, estocam vitamina A e lipidio,
secretam componentes da MEC em pequenas quantidades (CABALLERO MENDONZA et
al., 1999; BROWN et al., 2006) e expressam proteinas do citoesqueleto a exemplo da
proteina glial fibrilar acida (GFAP) (GARD et al., 1985) e desmina (Yokoi et al.,
1984). Ap6s dano hepético, as CEH quiescentes tornam-se o principal alvo das citocinas
fibrogénicas e se diferenciam em miofibroblastos (BURT 1993; IWAISAKO et al., 2012).
Ativadas, as CEH proliferam, liberam vitamina A e lipidio, adquirem contratilidade,
expressam marcadores para alfa-actina de musculo liso (a-SMA), secretam citocinas pro-
inflamatorias e aumentam a producao dos componentes da MEC, principalmente, colageno | e
11 (BURT, 1993; FRIEDMAN, 1999).
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2.1.1 Reversibilidade da Fibrose

A fibrose hepatica, extensa e de longa duracgéo, foi considerada por muito tempo um
processo irreversivel (ANDRADE, 2005). Na década de 1970 surgiram os primeiros relatorios
clinicos relacionados ao potencial de reversibilidade da fibrose hepatica avancada (SOYER et
al., 1976). Atualmente, ndo ha davidas sobre a regressdo de qualquer tipo de fibrose, bastando
para isso remover o agente etioldgico (ANDRADE, 2005; BATALLER & BRENNER, 2005).

A regressdo da fibrose hepatica foi evidenciada em modelos experimentais, dentre 0s
quais, tetracloreto de carbono (IREDALE et al., 1998) e esquistossomose (ANDRADE, et al.,
1993). Nos seres humanos também foi registrado a regressao da fibrose nas doencas hepéticas
apos tratamento bem sucedido, como na hepatite cronica C e D (ARTHUR, 2002) e esteato-
hepatite ndo-alcoolica (NASH) (DIXON et al, 2004) .

A degradagdo do coldgeno é um importante mecanismo para resolucdo da fibrose
(ARTHUR, 2002). Sendo as metaloproteinases intersticiais (MMP) as enzimas responsaveis
pela degradacdo do colageno fibrilar (I e I11) acumulado durante lesdo hepatica (BATALLER
& BRENNER, 2005). Este tecido fibroso torna-se progressivamente insollvel e resiste a
digestdo de outras proteases devido ao espessamento dos septos fibroticos e modificacGes
quimicas na molécula de colageno — formacédo de pontes de lisina, cross-linkings (ISSA et al.,
2004).

Estudos demonstraram que o aumento da atividade das MMPs, ap6s remocdo do
estimulo indutor da fibrose, estava associado a reducdo nos niveis do inibidor tecidual de
metaloproteinases (TIMPs) (IREDALE et al., 1998; ISSA et al., 2004; WYNN, 2007). Em
paralelo ocorre reducdo da populacdo de células fibrogénicas, que segundo Hernandez-Gea &
Friedman (2001) é a melhor explicacéo valida para regressao da fibrose.

A alta expressdo de TIMPs pelas CEH ativadas, durante a fibrogénese, além de inibir as
MMPs, também, realizam um feedback positivo que mantém a sobrevivéncia destas células
(IRADELE et al., 2012). Entretanto, durante a resolucdo da fibrose a estimulacdo dos
receptores de morte associada a diminuicdo na taxa de sobrevivéncia, incluindo TIMP, pode
induzir a apoptose das CEH (BATALLER & BRENNER, 2005) e, consequentemente, a
fibrolise sobrepde a fibrogénese.
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2.2 ANGIOGENESE E FIBROSE

Durante o desenvolvimento embrionario 0s vasos sanguineos sao originados a partir de
células progenitoras, que formam tubos vasculares rudimentares durante a vasculogénese, e
posteriormente, se desenvolvem em vasos maduros (UENO et al., 2006; LEE et al., 2007).
Diferente da vasculogénese, a angiogénese é definida como o crescimento de novos vasos
sanguineos a partir de vasos pré-existentes. A angiogénese é fundamental para uma série de
eventos fisioldgicos e patoldgicos, tais como, reparo tecidual, ciclo ovariano, inflamagéo,
doencas cronicas do figado, neoplasias (VEIKKOLA et al.,, 1999; LEE et al., 2007). A
angiogénese é de suma importancia para regularizacdo do fluxo sanguineo que proporciona
aporte de oxigénio, nutrientes e transporte de células de defesa para o tecido lesionado
(WALSH & PEARSON, 2001; McDONALD et al., 2001).

As etapas da angiogénese envolvem degradacdo e remodelagédo da membrana basal do
vaso, proliferagdo, migracdo e organizacdo de células endoteliais em estruturas tubulares,
seguida do recrutamento de pericitos (ADAMS & ALITALO, 2007). Neste contexto, dois
elementos celulares sdo imprescindiveis para formacao de um capilar: as células endoteliais e
os pericitos (ARMULIK et al., 2005). Apesar das células endoteliais serem o tipo de célula
mais reconhecido na formacgdo de novos vasos, 0s pericitos também contribuem para esse
processo, bem como, para estabilizacdo e manutencdo de vasos sanguineos (LEE et al., 2007).
As células endoteliais estdo na parte interna do microvaso em contato intimo com os pericitos,
localizados na periferia externa, envolvidos pela membrana basal (BERGERS & SONG,
2005).

O VEGF é o principal regulador positivo da angiogénese (BAERISWYL &
CHRISTOFORI, 2009), produzido pelas CEH, estimula a migragéo e proliferacdo das células
endoteliais de vasos pré-existentes. Em contrapartida, as células endoteliais secretam PDGF
que agem nas CEH promovendo migracéo, proliferacdo e recrutamento destas células para o
novo vaso (LEE et al., 2007). A comunicacdo entre as CEH e as CES, atraves de mediadores,
caracterizam a relacdo do trabalho em conjunto destas células para o processo de angiogénese
e remodelamento vascular hepatico (LEE et al., 2007).

A angiogénese antecede a deposi¢cdo de fibrose no processo de reparo tecidual em
diversas doengas cronicas do figado (LEMOS & ANDRADE, 2010, MARIA De SOUZA et
al., 2006). Varios estudos tém demonstrado que pericitos presentes nos capilares proliferados
podem se destacar da parede do capilar e se acumular nos tecidos lesionados onde se

diferenciam em miofibroblastos e passam a depositar matriz extracelular (LEE et al., 2007).
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Em contrapartida, estudos recentes relatam proliferacdo de novos vasos no tecido hepético de
camundongos tratados para esquistossomose (ABDEL FATTAH & AHMED, 2012;
ANDRADE et al., 2006). Este papel aparentemente duplo e paradoxal da angiogénese na
esquistossomose, associado a plasticidade fenotipica das CEH - contratilidade vascular,
deposicao de colageno e remodelamento vascular — sugere uma possivel participacdo destas
células no remodelamento das lesbes hepéticas esquistossomoticas pds-quimioterapia
(ABDEL FATTAH & AHMED, 2012; ANDRADE et al., 2006).

2.3 ESQUISTOSSOMOSE MANSONICA

2.3.1 Epidemiologia e Transmissao

A esquistossomose € uma doenca parasitaria que acomete cerca de 240 milhdes de
pessoas em 77 paises e coloca em risco outras 700 milhdes que vivem em areas endémicas,
portanto ocasiona um grande impacto socioecondmico e constitui um importante problema de
salude publica (WHO, 2012). Apresenta uma ampla distribuicdo geografica abrangendo
regides tropicais e subtropicais do globo, principalmente, os continentes Africanos, Asiaticos
e América do Sul (CHITSULO, 2000; WHO 2012). Tem como agente etiolégico o verme
platelminto do género Schistosoma e as espécies com importancia para medicina humana sao:
Schistosoma mansoni, Schistosoma haematobium, Schistosoma japonicum, Schistosoma
intercalatum e Schistosoma mekongi (MELO & COELHO, 2010).

No Brasil, a Unica espécie encontrada € o S. mansoni que, provavelmente, foi
introduzida na regido nordeste durante o tréfico de escravos africanos infectados e, com o0s
fluxos migratorios que ocorreram no pais, 0 parasito se expandiu para outras regides. Apenas
esta espécie aqui se fixou, seguramente por ter encontrado hospedeiro intermediario suscetivel
e condi¢bes ambientais favordveis (MELO & COELHO, 2010). A transmissdo da
esquistossomose mansdnica ocorre em uma vasta area endémica desde o estado do Maranhdo
até Minas Gerais, com certa penetracdo no estado do Espirito Santo, além disso, sdo relatados
focos isolados no estado do Pard, Piaui, Distrito Federal, Goias, Rio de Janeiro, S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (COURA & AMARAL, 2004). Calcula-se que no
Brasil, atualmente, 25 milhGes de pessoas vivem em area de risco e 4 a 6 milhdes estejam
infectadas pelo parasito S. mansoni (LAMBERTUCCI, 2010).

O helminto S. mansoni possui sexos separados, dimorfismo sexual e diferencas

morfoldgicas acentuadas em cada estagio do ciclo bioldgico, o que representa uma notavel
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interacdo adaptativa entre o parasito e seus hospedeiros (MELO & COELHO, 2010). O homem
é o principal hospedeiro definitivo, mas roedores e primatas podem ser infectados; contudo a
transmissdo da doenca, numa regido, depende da existéncia dos hospedeiros intermediarios,
os moluscos das espécies Biomphalaria glabrata, Biomphalaria straminea e Biomphalaria
tenagophila (BRASIL, 2005).

A transmissdo da doenca inicia-se quando as fémeas do verme — que habitam as veias
mesentéricas do hospedeiro vertebrado — fazem a oviposicdo de aproximadamente 400
ovos/fémea/dia (GRYSEELS, 2012, MELO & COELHO, 2010). Os ovos quando eliminados
pela fémea sdo ainda imaturos, necessitando 5-6 dias para o desenvolvimento do miracidio,
que passa a eliminar secregdes liticas e toxicas pelos microporos presentes na casca do ovo.
Estas secrecOes sdo fundamentais para que ocorra passagem do ovo para luz intestinal de onde
séo eliminados com as fezes. Eventualmente alguns desses ovos sdo carreados para a veia porta
pela corrente circulatoria. Fezes contendo ovos de S. mansoni podem contaminar cole¢fes
hidricas (rios, cdrregos, lagoas e acudes) e sob condi¢des adequadas de temperatura e luz 0s ovos
eclodem e liberam os miracidios, que migram em busca do hospedeiro intermediario, 0 molusco
do género Biomphalaria. Quando o encontra, penetra ativamente e nos tecidos do molusco,
efetuam reproducbes assexuadas que posteriormente formardo novo tipo de larva, as cercérias.
Estas rompem os tecidos dos moluscos e se dispersam no ambiente aquatico e, ao entrarem em
contato com o hospedeiro definitivo, penetram na sua pele e/ou mucosa iniciando assim o
processo infeccioso humano (GRYSEELS, 2012; MELO & COELHO, 2010; BARBOSA et
al., 2008). Apos a penetracdo na pele ou mucosa, a larva sofre algumas modificacdes e recebe o
nome de esquistossomulo. Neste estagio evolutivo entra na corrente circulatoria e chega aos
pulmdes, via coracdo. Dos pulmdes, os esquistossdmulos se dirigem para o sistema porta intra-
hepatico, onde se transformam em machos e fémeas. Do figado migram, acasalados, para as veias
mesentéricas onde as fémeas fazem a oviposicdo (GRYSEELS, 2012, MELO & COELHO,
2010).

2.3.2 Patogenia

A evolugdo e sintomatologia do processo patoldgico provocado pelo S. mansoni no
hospedeiro vertebrado dependem de fatores importantes que influenciam no desenvolvimento da
doenca. A carga parasitaria, a frequéncia das reinfecgdes, o estado imunoldgico e a idade do
individuo podem ser citados como fatores determinantes da gravidade da esquistossomose
mansoénica (KABATEREINE et al., 1999).
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A patogénese da esquistossomose mansonica ndo esta vinculada diretamente a presenca
dos vermes adultos no organismo, mas, sim, aos ovos eliminados pelas fémeas. Parte destes
ovos chega a luz intestinal, ficando o restante retido nos tecidos provocando reacdes
inflamatorias. Os ovos que ndo se aderem ao epitélio intestinal sdo carreados para veia porta, € no
figado ocasiona o principal e mais importante efeito patoldgico da infeccdo (CHEN, 1991). O
figado ¢é o foco das agressdes, pois, 0s ovos do S. mansoni que chegam atraves da veia porta
ficam retidos nas vénulas pré-sinusoidais, onde o diametro dos vasos ndo permite maior
progressdo. Neste ponto, substancias liticas liberadas pelos ovos do parasito, chamadas
antigenos solGveis do ovo (Soluble Egg Antigens — SEA), afetam, inicialmente, o endotélio
vascular e, em seguida, os hepatocitos locais (LENZI et al., 1998, ANDRADE, 2009). A
lesdo hepatica € ampliada pelo sistema imune do hospedeiro e seguida por deposicéo
excessiva de matriz extracelular (fibrose) em torno dos ovos, resultando na lesdo basica da
esquistossomose — o granuloma periovular (LENZI et al., 1998; DE JESUS et al., 2004,
BURKE et al., 2009).

Os granulomas esquistossomoticos que se formam no tecido hepatico sdo lesdes
fibrosantes, compostas por varios tipos celulares como linfdcitos, macrofagos e eosinéfilos
(ANDRADE, 1987; REIS et al., 2001). As CEH e os macrofagos M2 assumem importante
papel na fibrogénese (PEREIRA et al., 2013) e as CES sédo responsaveis pela formacdo dos
novos vasos (angiogénese) (LOEFFLER et al., 2002; PEREIRA et al., 2013). Os diversos
tipos celulares envolvidos na formagédo do granuloma desempenham funcdes variadas com o
objetivo de aprisionar e reter 0s antigenos dos ovos evitando assim, uma necrose tissular mais
ampla (AMIRI et al., 1992).

A fase aguda da esquistossomose € uma reacdo de hipersensibilidade ao
esquistossomulo e a deposicgéo inicial do ovo (LAMBERTUCCI, 2010), sendo caracterizada
por dermatite cercariana e febre Katayama. Por volta da oitava semana tem-se o apice da fase
aguda, periodo em que ha intensa resposta granulomatosa periovular e surgimento da
sintomatologia — febre alta, diarreia, dores abdominais, eosinofilia e hepatoesplenomegalia
(GUIGUET LEAL et al., 2012; VITORINO, 2012; GRYSEELS, 2012; SOUZA et al., 2011).

No curso cronico da infeccdo podem ocorrer dois tipos de formas clinicas: a
hepatointestinal e a hepatoesplénica. A esquistossomose hepatointestinal, muito comum em
areas endémicas, € representada histologicamente por granulomas periovulares isolados na
periferia da veia porta. As manifestacdes clinicas leves ou assintomaticas sdo explicadas pela
baixa carga parasitiria que permite a existéncia de um equilibrio entre a resposta do

hospedeiro aos novos ovos e a reabsorcao de lesdes antigas (ANDRADE, 2004).
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Com a evolucéo da infeccdo e o depdsito constante de ovos aumenta a gravidade da doenga,
fase hepatoesplénica. O elevado numero de ovos que chega ao sistema vascular intra-hepatico
obstrui, inicialmente, os ramos finos periféricos da veia porta e incita 0 aumento da pressdo
portal. Com a chegada continua dos ovos ha oclusdo dos ramos médios e grandes, logo o
nimero de granulomas torna-se muito grande (ANDRADE, 2004). Assim, estes granulomas
podem coalescer e formar extensas areas de fibrose no tecido hepético. Essas areas fibrosadas ao
longo dos vasos hepaticos podem levar a uma fibrose perivascular, conhecida como fibrose de
Symmers (SYMMERS, 1904). A obstrucdo dos vasos intra-hepéaticos pelos ovos de S.
mansoni e a diminuicdo da luz e/ou da elasticidade dos mesmos pela fibrose resulta no aumento
da pressdo na veia porta. A hipertensdo porta, principal complicacdo dessa sequéncia de
eventos, proporciona o surgimento da esplenomegalia, circulacdo colateral, além de levar a
formacdo de varizes esofagianas Eventualmente, estas varizes esofagianas (ou gastricas) se
rompem provocando fortes hemorragias, responsaveis por um namero considerdvel de 6bitos dos
pacientes. (TANABE, 2003; ANDRADE, 2004; GRYSEELS et al., 2006).

O deposito de fibrose nos granulomas hepaticos poderia deixar a impressao de ser esta a
causa da patogenicidade da esquistossomose mansoénica, pois, obstrui o fluxo sanguineo e
aumenta a pressdo portal. Mas, Andrade (2005) afirma que a fibrose hepatica, per se,
apresenta pouca significancia fisiopatolégica e que sua gravidade estd relacionada as
alteracdes vasculares que as acompanham. As alteracGes vasculares hepéticas observadas séo
distorcdo e reducdo severa do sistema da veia porta; hiperplasia e hipertrofia do sistema
arterial; contudo, o sistema venoso hepéatico permanece sem alteragdes (DA SILVA &
CARRILHO, 1992; ANDRADE, 2009, 2004).

2.3.3 Resposta Imune

Os mecanismos imunolégicos envolvidos na esquistossomose estdo relacionados as
células T CD4+ e sua diferenciacdo nos padroes de resposta Thl e Th2. Nos estagios iniciais
da infeccdo, a reacdo imunoldgica envolve células Thl e producdo das citocinas pro-
inflamatorias 1L-2, INF-y em resposta aos antigenos do parasita. Entretanto, a postura dos
0vos e a secrecdo SEA induz uma resposta Th2 com producéo das citocinas 1L-4, I1L-5, IL-10
e IL-13, que suprime a resposta pro-inflamatérias Thl e promove a formagéo do granuloma
esquistossomotico fibrotico, rico em eosinofilo, em torno de ovo recém-depositado (BURKE
et al., 2009; WILSON et al,. 2007; LAMBERTUCCI, 2010).
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Os granulomas esquistossomoticos hepaticos sofrem alteragbes na constituicdo,
tamanho e elementos celulares de acordo com as fases da infec¢do, sendo que na fase aguda o
volume do granuloma é muito maior quando comparados com a fase crénica (FLANNERY,
2000; ANDRADE & WARREN,1964). Este processo denominado “modulacdo imunoldgica”
do granuloma esquistossomético pode ser explicado por varias hipéteses. Entre elas a funcéo
supressora de celulas T (COLLEY, 1976), anticorpos antiidiotipicos (PARRA et al., 1991),

anergia de células T (STADECKER, 1994) e regulacdo por células T CD8+ (PEDRAS
VASCONCELOS e PEARCE, 1996; FLANNERY, 2000). Assim, ao longo do tempo, 0s
granulomas mais velhos sofrem involucéo e os que sdo formados em torno dos ovos recém-
chegados s@o menores, apresentam pouca matriz extracelular e ha predominancia de
macrofagos quando comparados com granulomas na fase aguda (ANDRADE, 2009).

Estudos relatam ativacdo diferenciada de macrofagos associada & mudancga no perfil de
resposta imune Thl e Th2 na esquistossomose. As citocinas com padrdo Thl (IFN-y, I1L-12,
TNF-a, IL-1B) promovem ativacdo classica de macréfagos (M1) que passam a secretar
citocinas pré-inflamatorias. Em contraste, as citocinas com padrdo Th2 (IL-4, IL-13, IL-21)
induzem ativacdo alternativa de macrofagos (M2) que passam a expressar marcadores como
Arg-1, Fizz-1, Ym-1 (GORDON, 2003; GORDON & MARTINEZ, 2010; BARRIE, et al.,
2012).

Os macrdfagos M2 sdo subdivididos em: M2a, ativados por IL-4, IL-13, promovem
inflamacdo do tipo Th2 nas respostas imune a parasitas e alergias; M2b, estimulado por
imunocomplexos, também promovem inflamacao tipo Th2 e possuem algumas propriedades
de imunorregulacdo; e M2c, ativados por estimulos anti-inflamatorios, sdo macrofagos
desativadores capazes de controlar a inflamag&o e o remodelamento do tecido (RODERO et
al., 2010; CASSETA et al., 2011). A resposta Th2, associada a deposi¢do de ovos no figado,
promove aumento de macréfagos M2 nos granulomas. Estas células podem auxiliar na
fibrogénese tanto pela supressao de citocinas anti-fibrogénicas como pela atuacdo da enzima
arginase-1 (STEMPIN & CERBAN, 2007; WILSON et al. 2007; GORDON & MARTINEZ,
2010). Estudos que visem um maior entendimento da populagdo de macréfagos envolvidas
durante a fase de resolucdo da esquistossomose sdo de suma relevancia para compreender as
funcbes desempenhadas por estas células durante o processo de reparo (BARRON & WYNN,
2011).
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2.3.4 Tratamento

Entre as diversas acfes adotadas para controlar a esquistossomose, o0 tratamento
especifico se mostra muito eficaz, pois, consiste na cura da doenca, reducdo da carga
parasitéaria, impede evolucdo para formas graves e minimiza a producdo e elimina¢do dos
ovos (VITORINO et al., 2012). Entretanto, ndo impede a ocorréncia de reinfecgdes, devendo
ser associada a outros métodos de controle em areas endémicas (COURA & AMARAL,
2004).

Atualmente, o praziquantel (PZQ) é o Unico medicamento recomendado pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) para o tratamento da esquistossomose (WHO, 2002).
Este farmaco surgiu na década de 70 e se tornou a droga de escolha para tratar esta parasitose
por apresentar baixa toxidade, baixo custo, maior eficacia e tolerabilidade, além de agir contra
todas as espécies do género Schistosoma que afeta 0 homem (NOVAES et al., 1999; COURA
& AMARAL, 2004; CEFFREY & SECOR, 2011). Este quimioterapico revelou eficiéncia
terapéutica tanto em animais experimentais quanto em humanos infectados por S. mansoni
(ANDREWS, 1981).

O PZQ pertence ao grupo quimico isoquinolino-pirazino e sua administracdo no
hospedeiro vertebrado eliminam os vermes adultos, interfere na oviposicdo das fémeas do
parasito e provoca a mortalidade dos ovos maduros de S. mansoni retidos nos tecidos do
hospedeiro (CUNHA, 1992; GIBODA & SMITH, 1994; LIANG et al., 2002; FREZZA et al.,
2007). Esta droga atua, nos vermes adultos, promovendo influxo de Ca™ que provoca intensa
contracdo da musculatura e paralisia do parasito, também induz alteracdes estruturais do
tegumento tornando-os vulneraveis ao sistema imunoldgico do hospedeiro (PAX et al., 1978;
BRINDLEY & SHER, 1987; FETTERER et al., 1980; MELO & COELHO, 2010). Apesar
da eficacia comprovada do PZQ algumas linhagens do Schistosoma apresentam resisténcia ao
medicamento e diversos estudos chamam atengcdo para necessidade de encontrar drogas
alternativas para esquistossomose (CEFFREY & SECOR, 2011; PITTA et al., 2013).

A quimioterapia com PZQ elimina o agente agressor — ovos do parasito — responsavel
pelas lesbes hepaticas esquistossomdticas. Estudos revelaram que o tratamento para
esquistossomose promove regressdo da fibrose hepatica, nos granulomas periovulares e da
fibrose periportal, bem como, desobstrucdo e remodelamento das veias porta danificadas
(ANDRADE, 2005; ANDRADE et al., 2006; ANDRADE & SANTANA, 2010). Na
esquistossomose hepatoesplénica, a consequéncia do remodelamento das lesbes hepaticas,

pos-tratamento, se traduz na desobstrucdo e reestruturagdo vascular, clinicamente na reducao
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da esplenomegalia, varizes esofégicas e hipertensdo porta (ANDRADE, 2008; ANDRADE,
2009). Contudo, achados interessantes foram obtidos por Andrade e cols (2006) em um
estudo sobre remodelamento das lesbGes vasculares hepaticas pos-tratamento, atraves da
técnica de moldes plasticos de vinilite, com injecdo do sistema porta. Os moldes obtidos de
animais infectados, antes e depois do tratamento, revelaram que nestes ultimos ocorria
formacgéo de novos vasos em regides antes preenchida por fibrose. Inicialmente, poder-se-ia
imaginar que a desobstrucdo dos ramos maiores e a retomada do fluxo sanguineo exerceria
uma presséo e dilataria numerosos vasos finos antes colapsados. Mas, a forte presenca de
fator de VEGF e CES revelam proliferagdo de novos vasos, ou seja, angiogénese (ANDRADE
et al., 2006; ANDRADE & SANTANA, 2010).

Estes dados revelaram participacdo da angiogénese tanto na formacdo quanto na
regressdo da fibrose, bem como, a participacdo das celulas endoteliais e pericitos em ambos
0s casos, provavelmente, diferenciando apenas nos fatores locais produzidos em cada situagéo
ANDRADE et al., 2006; ANDRADE & SANTANA, 2010). Assim, este trabalho teve por
objetivo avaliar o papel de componentes celulares — CEH, CES e macrofagos M2 — durante o

estagio de resolucéo das lesdes hepaticas esquistossomoticas pos-quimioterapia com PZQ.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo do papel das células estreladas hepaticas, células endoteliais sinusoidais e
macrofagos tipo 1l no remodelamento pos-quimioterapico das lesGes hepaticas na

esquistossomose mansonica experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o aspecto morfoldgico do figado na esquistossomose, antes e depois do tratamento

com praziquantel.

- Determinar o teor de colageno nas lesdes hepaticas esquistossomaoticas, antes e depois do

tratamento com praziquantel.

- Avaliar a expressdo de células estreladas hepaticas ativadas, células endoteliais sinusoidais
ativadas e macrofagos alternativamente ativados nas lesdes hepaticas esquistossomoticas,
antes e depois do tratamento com praziquantel.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz (CPqgGM/FIOCRUZ), protocolo n° 006/2011.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados 80 camundongos da linhagem Swiss Webstar, de ambos 0s sexos,
contendo, inicialmente, entre 18-20 gramas, provenientes do Biotério do Centro de Pesquisas
Gongalo Moniz (CPqGM/FIOCRUZ), onde permaneceram durante todo o experimento. Tais
animais foram mantidos em caixas convencionais, climatizacdo e luminosidade controlada,

acesso a agua e a racao padrao em regime ad libitum.

4.3 MODELO EXPERIMENTAL

Dos 80 animais, 70 foram infectados com 50 cercarias do S. mansoni (cepa de Feira de
Santana) e dez permaneceram como controles ndo infectados. Apos quatro meses de infeccao
foi realizado o tratamento em 58% dos animais infectados. Assim, foram formados trés
grupos: Controle normal; Infectado néo tratado; Infectado e tratado.

Para acompanhar a evolugdo das lesGes hepaticas esquistossomaticas entre 0s grupos
foram realizadas trés hepatectomias parciais, em diferentes periodos de tempo. A primeira foi
realizada com quatro meses de infeccdo, ou seja, antes do tratamento. A segunda ocorreu com
seis meses de infeccdo e dois meses de tratamento. A terceira bidpsia ocorreu com oito meses
de infeccdo e quatro meses de tratamento (Figura 1). Para cada sesséo de hepatectomia parcial

foram utilizados cinco animais diferentes de cada grupo estudado.
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Figura 1. Desenho Experimental. Salvador, Bahia, 2013.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

4.4.1 Grupo Controle
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Constituidos por dez animais normais (ndo infectados e ndo tratados) submetidos a

hepatectomia parcial nos mesmos periodos que 0s grupos experimentais. Este grupo foi

utilizado como pardmetro de normalidade para os resultados obtidos nos grupos

experimentais.

4.4.2 Grupos Infectados: Tratados e Ndo Tratados

4.4.2.1 Infecgéo

Setenta (70) animais foram infectados com 50 cercarias do S. mansoni, cepa de Feira de

Santana, por via transcutanea. Os camundongos com os pelos previamente, umedecidos foram

inseridos em frascos individuais, de boca larga e tampas aeradas, com agua chegando ao nivel

das patas e cauda. O indculo ajustado, anteriormente, dentro dos frascos, ficou em contato

com os animais, por 30 minutos. Uma fonte de luz foi direcionada aos frascos para estimular a

penetracdo do patogeno. Apds 45 dias, a infeccdo foi confirmada pela presenca de ovos do

patogeno nas fezes dos hospedeiros.



33

4.4.2.2 Hepatectomia Parcial

Animais que compunham os trés grupos foram submetidos a hepatectomia parcial.
Anestesiados e em condicBes estéereis, foram submetidos a uma laparotomia e, através dela,
um lobo hepaético foi exposto, amarrado e retirado. Ao finalizar o procedimento, a incisao foi
suturada com linha de nylon n°® 4, em pontos simples. O fragmento hepatico coletado foi

devidamente fixado para realizagdo das técnicas histoldgicas e imuno-histoquimicas.

4.4.2.3 Tratamento

Com quatro meses de infeccdo, 27 animais infectados receberam tratamento curativo
para esquistossomose 0 qual consistiu de dose Unica, 400mg/Kg, do quimioterapico PZQ
(Farmanguinhos Praziquantel, comprimidos 600 mg), diluido em salina 0,85% e administrada
por via orogastrica. O grupo controle e os demais animais infectados receberam salina 0,85%,
também, por via orogastrica. Assim, o grupo infectado foi subdividido em dois: grupo
infectado tratado e grupo infectado néo tratado.

Apds o tratamento, ambos 0s grupos — tratados e ndo tratados — foram acompanhados,
em dois intervalos regulares de 60 dias através da hepatectomia parcial. No grupo infectado
ndo tratado estes intervalos equivalem a seis e oito meses de infec¢do. No grupo tratado estes
periodos correspondem a seis meses de infeccdo e dois de tratamento; oito de infecgdo e
guatro meses de tratamento. Em cada hepatectomia parcial foram utilizados cinco animais

diferentes por grupo e o material bioldgico coletado foi submetido as técnicas a serem citadas.

4.4.2.4 Mortalidade

Quatro meses apos infeccdo constatou-se, aproximadamente, 27% de mortalidade entre
os animais infectados. Dos sobreviventes, cinco animais foram hepatectomizados
parcialmente, porém, nao sobreviveram ao procedimento. Dos 46 animais infectados restantes

27 foram tratados para esquistossomose e 19 passaram a fazer parte do grupo néo tratado.
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4.5 ANESTESICO

Para realizacdo da hepatectomia parcial os animais foram anestesiados com uma
solugdo de cloridrato de Ketamina (0,1ml), cloridrato de Xilasina (0,1ml) e salina 0,85%

(0,2ml) em uma proporc¢éo de 0,05ml para cada 10g de massa corporea.

4.6 HISTOPATOLOGIA

Os fragmentos de figado coletados nas hepatectomias parciais foram fixados em formol
Millonig (pH 7.4), desidratados, clareados e incluidos em parafina. Os blocos de parafina
foram seccionados no microtomo com espessura de 5um. As seccGes foram coradas por
hematoxilina e eosina (HE), evidenciando em azul o nucleo e rosa o citoplasma; picrosirios
vermelho para fibras colagenas e Weigert para fibras elasticas. As laminas geradas foram
analisadas ao microscopio optico Olympus BX 53.

4.7 IMUNO-HISTOQUIMICA

Para realizacdo da imunomarcacao, os cortes foram inicialmente desparafinizados com
xilol e re-hidratados em etanol ( 95% e 75%) e &gua destilada. A recuperacdo antigénica foi
realizada em banho-maria, com tampdo citrato pH 6,0 e para o bloqueio da peroxidase
enddgena foi utilizado o peroxido de hidrogénio a 3%. As proteinas teciduais foram
bloqueadas com substancia especifica para este fim (Protein Blocking Solution™, Dako,
Carpinteria, USA). Os anticorpos primérios e, respectivos, clones e diluicbes podem ser
visualizados na Tabela 1. Os anticorpos primarios foram diluidos em solucdo salina fosfatada
(PBS) e incubados por 16 horas (overnight 4°C). Os controles negativos continham apenas
PBS. Em temperatura ambiente, o excesso do anticorpo primario foi removido com
PBS/Tween e adicionou o anticorpo secundario conjugado a peroxidase. Para revelacdo foi
utilizado 3,3-diaminobenzidina (DAB). Em seguida, os cortes foram contra-corados com
Hematoxilina de Harris, desidratados em etanol e diafanizados em xilol. Para montagem das
laminas foram utilizados balsamo do Canada e laminulas. A andlise das laminas geradas foi

realizada em microscopio 6ptico Olympus BX 53.
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Tabelal. Apresentacdo dos anticorpos primarios, clones, diluigdo e fabricante. Salvador, Bahia, 2013.

Anticorpos Clone Diluicao Fabricante
Primarios
a-SMA E184 1: 2000 Abcam
PECAM-1(M-20)  Policlonal 1: 1000 Santa Cruz Biotechnology
(CD31)
Yml Policlonal 1: 5000 StemCell Technologies

4.8 MORFOMETRIA

Para realizacdo da morfométrica foi utilizado um microscopio Optico Olympus BX53
acoplado a uma videocamara Q Imaging — MicroPublisher, um monitor em cores, teclado e
mouse. As imagens foram capturadas através do Image Pro Plus™ 7.0 software (Media
Cybernetics, Inc, Silver Spring, MD), com o sistema calibrado para uma ampliacdo de 400X.
Foram selecionados 06 campos microscopicos por lamina de cada animal. Cada campo
selecionado envolvia lesbes esquistossométicas (granulomas), exceto nos animais normais.
Para mensurar a area desejada em cada imagem foi utilizado o software Adobe® Photoshop®
CS5 Extended (Adobe systems Inc. San Jose, CA/USA).

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores numericos obtidos por medidas morfométricas foram analisados
estatisticamente através dos softwares BioEstat, 5.0 e GraphPad Prism 5.01. A normalidade
dos dados foi determinada através da analise descritiva e do teste de hipotese Shapiro-Wilk.
Quando os resultados apresentavam distribui¢cdo normal foram utilizados testes paramétricos e
quando a distribuicdo nédo foi normal foram utilizados testes ndo paramétricos.

Para anéalise estatistica do percentual fibroso e da area ocupada pelas CES (CD31) foi
utilizado o teste paramétrico ANOVA e o pos-teste de Tukey. E, para analise estatistica da
area ocupada pelas CEH ativadas (a-SMA) e por macr6fagos M2 (Ym1) foi utilizado o teste

ndo paramétrico Kruskal-Wallis e o pds-teste de Dunn.
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O valor de p< 0,05 foi considerado estatisticamente significante para todos os testes
estatisticos realizados.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE MORFOLOGICA E MORFOMETRICA DO FIGADO

Para avaliar o aspecto geral do figado foram utilizadas coloragdes padrdes como
hematoxilina e eosina (HE), picrosirios vermelho para colageno e a coloracdo especial de
Weigert para fibras elasticas. A analise morfométrica foi utilizada para avaliar o percentual de
fibrose hepética atraves da area ocupada pelas fibras coladgenas coradas por picrosirios

vermelho.

5.1.1 Grupo Controle

Os animais deste grupo apresentaram arquitetura hepatica normal (Figura 2A) com fibras
coldgenas escassas e delgadas em torno dos componentes vasculares hepaticos (Figura 3A).

As fibras elasticas apareceram delgadas nas paredes das veias e artérias (Figura 4A).

5.1.2 Grupo Infectado N&o Tratado

O figado dos camundongos com 04 meses de infec¢do, por S. mansoni, demonstraram
grande quantidade de reacdes granulomatosas nos espacos porta. Tais granulomas se
encontravam em estagio avancado, com intenso infiltrado inflamatério e com limites
periféricos definidos. As células inflamatorias, polimorfonucleares e mononucleares, nao se
restringiam concentricamente a regido periovular e se infiltravam no parénquima préximo a
reacao granulomatosa (Figura 2B). As fibras colagenas apresentavam-se em excesso, espessas
e organizadas em laminas compactas em torno dos ovos, evidenciando a fibrose periportal.
Esta Gltima contribuia para expansdo dos espacos porta promovendo conexdo e fusdo entre
espagos porta vizinhos (Figura 3B). Foram observados muitos granulomas confluentes e
proliferacdo de ductos biliares.

Ap0s seis meses de infeccdo, a hepatite perdurou nos animais, porém, com predominio
de células mononucleares (Figura 2C). As fibras colagenas apresentam-se mais espessas e
compactas, tornando o granuloma periovular mais circunscrito e modelado (Figura 3C). A
presenca de ovos e pigmento enegrecido dos vermes foram achados constantes no interior dos

granulomas hepaticos.
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Seguidos oito meses de infeccdo os camundongos apresentaram padrdes similares aos
vistos com quatro e seis meses. Contudo, as reacOes granulomatosas tornaram-se,
gradualmente, menores, com limites bem definidos e células mononucleares em grande
quantidade (Figura 2D). As fibras colagenas apresentavam-se organizadas e delimitavam com
nitidez os granulomas (Figura 3D). O parénquima hepatico, presente entre as areas de fibrose,
apresentavam arquitetura normal em todos os pontos analisados.

Nos camundongos as lesdes vasculares hepaticas evidenciadas apos quatro, seis e oito
meses de infeccdo demonstraram fibras elasticas das veias porta desorganizadas,
fragmentadas e, por vezes, em mdltiplas camadas concéntricas aos ovos (Figura 4B-C).
Fragmentos das fibras elasticas foram observados no interior de rea¢des granulomatosas. A
descontinuidade das fibras elasticas presentes na parede das veias porta e o preenchimento da
luz vascular por tecido inflamatorio e fibrose evidencia a destruicdo dos vasos em decorréncia
da acdo dos ovos (Figura 4B-D). Nas veias porta de menor calibre foi possivel observar
delgados filamentos de fibras elésticas contornando a reacdo granulomatosa (Figura 4B-D). A

organizacéo das fibras elasticas nas artérias hepaticas foi preservada.

5.1.3 Grupo Infectado e Tratado

Nos animais submetidos ao tratamento com PZQ foi verificada involucdo das lesfes
hepéticas, evidenciada por reducdo da &rea ocupada pelas reacdes granulomatosas,
decréscimo do infiltrado inflamatorio e dos ductos biliares. A fibrose portal diminuiu em
extensdo e densidade, tornando as conexdes entre 0s espagos porta cada vez mais discretas.
Apo6s dois e quatro meses de tratamento verificou-se, no figado dos camundongos,
granulomas involutivos contendo em seu interior casca de ovos ou restos de ovos calcificados
(Figura 2E-F), tecido fibroso com fibras colagenas fragmentadas, areas focais de dissolucéo e
aspecto frouxo (Figura 3E-F), os pigmentos escuros dos vermes permaneceram na fase de
resolucdo das les6es (Figuras 2E-F e 3E-F).

O reparo vascular hepatico, nos animais tratados, foi marcado pela desobstrucéo da luz
dos vasos que se tornaram numerosos, dilatados, congestos e com paredes delgadas (Figura
4E-F). A organizacdo das fibras elasticas variou de acordo com o didmetro dos vasos, ou seja,
vasos de grande calibre mantinham duplicacdo das fibras elasticas, enquanto vasos vizinhos,
de menor calibre, apresentavam camadas delgadas destas fibras. Todavia, a organizacdo das

fibras elasticas em torno dos vasos ainda era irregular e podia-se notar a descontinuidade
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destas em alguns vasos. Fragmentos de fibras elasticas presentes nas reagdes granulomatosas
foram verificados, apenas, ao redor de alguns vasos que mantinham duplicagéo das fibras.

5.1.4 Analise Morfométrica da Fibrose Hepatica nos Grupos

A analise morfométrica revelou aumento significativo de coldgeno nos animais
submetidos a infecgdo por S. mansoni (p<0,001). No grupo infectado e nédo tratado houve
reducdo gradativa do percentual de coldgeno ao longo dos meses de infeccéo, os dados foram
significativos quando comparados os animais com quatro e oito meses de infecgdo (p<0,001)
(Figura 3G). No grupo submetido ao tratamento para esquistossomos houve reducdo de
colageno, contudo os valores ndo foram significativos quando comparamos 0s grupos tratados

e ndo tratados com mesmo tempo de infeccdo (p> 0,05) (Figura 3G).

5.2 ANALISE DA IMUNO-HISTOQUIMICA

As imunomarcacdes para a-SMA, CD31 e Ym1 foram empregadas para identificar e
avaliar, respectivamente, CEH ativadas, CES e macrofagos M2 nas les6es hepaticas. Os dados
quantitativos destas imunomarcagdes foram obtidos através da morfometria e analise

estatistica.

5.2.1 Grupo Controle

Neste grupo, houve expressdo de a-SMA, exclusivamente, na parede dos vasos portais e
veias centrolobulares (Figura 5A). Enquanto, a marcacao para CD31 foi expressa nas células
endoteliais vasculares (veias e artérias) e CES revelando arquitetura vascular hepatica normal
(Figura 6A). A imunomarcagdo para Ym1 demonstrou auséncia de macr6fagos M2 no tecido

hepatico (Figura 7A).

5.2.2 Grupo Infectado N&o Tratado

Neste grupo, verificou-se a expressédo de CEH ativadas nos granulomas e, por vezes, no
parénquima hepatico. A presenca simultanea de granulomas positivos e negativos para CEH
ativadas foi um achado constante nos tecidos hepaticos em todos os pontos de infecgdo
analisados (Figura 5B-D). Também houve expressdo das CES nos granulomas hepaticos com
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predominio na regido periférica e, por vezes, no interior de alguns granulomas recém-
formados. Colares vasculares foram verificados em torno de alguns granulomas, assim como,
proliferacdo vascular em areas de confluéncia entre granulomas (Figura 6B-D).
Adicionalmente, houve expressdo de macréfago M2 na regido central dos granulomas. Estas
células margeavam 0s ovos que continham miracidios em seu interior, além de aparecer
envolvidas aos fragmentos dos ovos em outros granulomas. O parénquima hepatico apareceu

livre de marcacdo, assim, como a periferia da maioria dos granulomas (Figura 7B-D).

5.2.3 Grupo Infectado e Tratado

O tratamento com PZQ favoreceu a reducdo de macrofagos M2 nas lesbes hepaticas,
principalmente, nos periodos mais avancados do tratamento. Dois meses ap0s o tratamento
ainda havia poucos granulomas expressando macrofagos M2 em seu interior, entretanto
guatro meses apos o tratamento as lesGes esquistossomaticas ndo apresentavam estas células,
exceto em alguns pontos esporadicos (Figura 7E-F). Resultado semelhante foi observado em
relacdo as CEH ativadas, as quais ndo mais se expressavam na maior parte granulomas
involutivos (Figura 5E-F). Em contraste, houve aumento na proliferagédo de CES nos interior
dos granulomas involutivos hepéaticos. A imunomarcacdo para estas células tornou-se mais
expressiva nos granulomas quatro meses ap0s tratamento; microvasos foram identificados em

toda area granulomatosa e regido de fibrose no figado (Figura 6E-F).

5.2.4 Analise Morfométrica da Imuno-histoquimica nos Grupos

Através da analise morfométrica foi possivel verificar aumento na expressdo das CEH
ativadas no figado dos camundongos infectados por S. mansoni em relagdo ao grupo controle
(p<0,05). No entanto, houve reducdo gradativa destas células nos granulomas a medida que a
infecgdo se tornava longeva, embora ndo houve significancia estatistica entre os diferentes
pontos de infeccdo observados (p>0,05). O tratamento com PZQ favoreceu uma reducéo mais
acentuada da expressdo destas células no tecido hepatico, todavia os resultados ndo foram
estatisticamente significativos quando comparou o0s grupos tratados e ndo tratados (p>0,05)
(Figura 5G). Resultados semelhantes foram obtidos com os macr6fagos M2, pois houve
diferenca estatistica significativa entre o grupo controle e o grupo infectado ndo tratado
(p<0,05). O tratamento também promoveu decréscimo estatisticamente significativo dos

macrofagos M2, principalmente, nos periodos mais avangados do tratamento (p<0,05) (Figura
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7G). Por outro lado, os dados demonstraram aumento na expressdo das CES nos granulomas
do grupo infectado e ndo tratado, todavia ndo houve diferenca estatistica quando comparados
com o grupo controle (p>0,05). Em oposicdo aos resultados obtidos com as CEH e os
macrofagos M2, houve aumento na expressdo das CES nos granulomas involutivos hepaticos
no grupo tratado, embora ndo seja estatisticamente significativo quando comparado com o
grupo ndo tratado (p>0,05); a excecdo foi verificada entre dois pontos de observacdo (06
meses de infeccdo e 04 meses pos-tratamento) onde houve significancia estatistica antes e

depois do tratamento (p<0,01) (Figura 6G).
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Figura 2. Aspectos morfolégicos do figado de camundongos tratados e nao tratados para esquistossomose.
(A) Grupo controle. Destaque para 0 espago porta e representacdo da arquitetura hepéatica normal. (B, C, D) Grupo
infectado por S. mansoni (NT), respectivamente, quatro, seis e oito meses de infeccdo. As reacdes granulomatosas
periovulares e fibrose periportal tornaram-se menores, mais circunscritas e com predominio de células mononucleares a
medida que a infec¢do se tornava longeva. (E, F) Grupo tratado com PZQ (T), respectivamente, dois e quatro meses pos-
tratamento. Representa granulomas involutivos contendo em seu interior casca de ovos ou mesmo restos de ovos
calcificados, redugdo do infiltrado inflamatorio e da area ocupada pela fibrose. (HE, 400X). (NT = animais ndo tratados;

T = animais tratados).
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Figura 3. Aspectos morfolégicos e morfométricos da fibrose hepatica em camundongos tratados e ndo tratados para
esquistossomose. (A) Grupo controle. Demonstra fibras coldgenas escassas e delgadas em torno das estruturas vasculares.
(B, C, D) Grupo infectado por S. mansoni (NT) - quatro, seis e oito meses de infeccdo. Destacam fibras coldgenas espessas e
em excesso ao redor dos ovos, ampliando o espago porta e evidenciando a fibrose periportal. (E, F) Grupo tratado com PZQ
(T) - dois e quatro meses pos-tratamento. Representam granulomas com fibras colagenas fragmentadas (Picrosirios, 400X).
(G) O tratamento para esquistossomose favoreceu a regressdo do tecido fibroso (* p< 0,05; *** p<0,001; ns = ndo
significativo). (NT = animais ndo tratados; T = animais tratados).



Figura 4. Caracterizagao das fibras elasticas que comp®e a estrutura vascular hepatica em camundongos tratados e néo
tratados para esquistossomose. (A) Grupo controle. Revela fibras elasticas (setas finas) integras e organizadas compondo a
parede das veias e artérias. (B, C, D) Grupo infectado por S. mansoni (NT), respectivamente, quatro, seis e oito meses de
infecgdo. As lesdes vasculares sdo evidenciadas pela descontinuidade e desorganizagdo das fibras elasticas que compdem as
paredes das veias portas, bem como, o preenchimento da luz dos vasos por tecido inflamatério e fibrose (setas grossas). (E, F)
Grupo tratado com PZQ (T), respectivamente, dois e quatro meses pés-tratamento. O reparo vascular é caracterizado por
desobstrucdo da luz das veias portas que aparecem dilatados, congestos e com paredes delgadas. (Weigert, 400X). (NT =
animais ndo tratados; T = animais tratados).
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Figura 5. Expressdo de CEH ativadas nos granulomas hepaticos de camundongos tratados e ndo tratados para
esquistossomose. (A) Grupo controle. Representa expressdo de a-SMA, exclusivamente, na parede das veias e artérias
(Imuno-histoquimica, a-SMA, 200X). (B, C, D) Grupo infectado por S. mansoni (NT) - quatro, seis e oito meses de infecco.
Revela expressdo de CEH ativadas em alguns granulomas e, por vezes, no parénquima hepatico. (E, F) Grupo tratado com
PZQ (T) - dois e quatro meses pos-tratamento. Revelam que os granulomas involutivos ndo expressam CEH ativadas (Imuno-
histoquimica, a-SMA, 400X). (G) Com o tratamento houve reducdo na expressdo de CEH ativadas nas lesdes hepaticas
(*p<0,05; ns = ndo significativo). (NT = animais ndo tratados; T = animais tratados).
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Figura 6. Expressao de CES nos granulomas hepaticos de camundongos tratados e ndo tratados para esquistossomose.
(A) Grupo controle. Expressdo das CES nas veias, artérias e sinusoides. (B, C, D) Grupo infectado por S. mansoni (NT),
respectivamente, quatro, seis e oito meses de infec¢do. Revela proliferacdo de CES na periferia dos granulomas e a formacéo de
microvasos (setas). (E, F) Grupo tratado com PZQ (T), respectivamente, dois e quatro meses pés-tratamento. Proliferacdo de
CES e microvasos no interior dos granulomas involutivos (Imuno-histoquimica, CD31, 400X). (G) Revelou uma tendéncia ao
aumento na expressdo de CES, nos granulomas hepéticos, durante o reparo das lesdes pds-tratamento (**p<0,01; ***p<0,001;

ns = ndo significativo). (NT = animais ndo tratados; T = animais tratados).
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Figura 7. Expressdo de macr6fagos M2 nos granulomas hepéticos de camundongos tratados e ndo tratados para
esquistossomose. (A) Grupo controle. Auséncia de macréfagos M2 no figado. (B, C, D) Grupo néo tratado (NT) - quatro, seis
e oito meses de infeccdo. Revela expressdo de macréfagos M2 na regido central dos granulomas hepaticos. (E, F) Grupo
tratado com PZQ (T) - dois e quatro meses pos-tratamento. Demonstra reducdo de macréfagos M2 nas lesbes hepaticas,
principalmente, no periodo mais avancado de tratamento (Imuno-histoquimica, Yml, 400X). (G) Demonstrou que o
tratamento favoreceu a redugdo de macréfagos M2 nas lesdes hepéticas (* p<0,05; ns = ndo significativo). (NT = animais

ndo tratados; T = animais tratados).
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6 DISCUSSAO

A esquistossomose mansonica é uma infeccdo de evolugio crénica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005) e a forma avancada da doenca (hepatoesplénica) é responsavel por altas taxas
de morbidade e mortalidade (BINA, 1992). Neste contexto, estudos clinico-epidemiolégicos
relataram que o tratamento especifico para esquistossomose tem relevancia no controle da
doenca, ndo apenas por promover cura parasitoldgica, mas, também, pela prevencdo e/ou
reversdo das formas graves (BINA, 1992; ANDRADE, 1998; COURA & AMARAL, 2004).
Estas constatacBes clinicas foram apoiadas por estudos morfolégicos que demonstraram
reversibilidade das lesdes hepaticas em camundongos esquistossomoticos submetidos ao
tratamento especifico (ANDRADE & GRIMAUD, 1996, 1988; ANDRADE et al., 2006).

No presente estudo os granulomas periovulares, a fibrose periportal e os danos
vasculares representaram as lesGes hepaticas mais proeminentes. Em contrapartida o
tratamento com PZQ contribuiu para resolucdo destas lesdes, evidenciada por involucdo dos
granulomas e desobstrucdo vascular, logo estes resultados estdo de acordo com 0s outros
trabalhos experimentais descritos na literatura (ANDRADE & GRIMAUD, 1988;
ANDRADE et al., 2006; CHAIWORAPORN et al., 2005; BARROS et al., 2009).

Na esquistossomose, trabalhos clinicos e experimentais consolidaram a nogéo de que a
reducdo da fibrose hepatica € uma caracteristica marcante durante a reversibilidade das les6es
hepaticas pds-tratamento (MORCOS et al., 1985; DOEHRING-SCHWERDTFEGER et al.,
1992; BERHE et al., 2008; LIANG et al., 2011), pois esta vinculada a modificacdo da
estrutura da MEC (ANDRADE & GRIMAUD, 1986). A fragmentacdo das fibras de colageno
e 0 desaparecimento de muitas delas nos granuloma hepaticos de camundongos submetidos ao
tratamento especifico para esquistossomose foi demonstrada na presente investigacao e por
estudos anteriores (ANDRADE & GRIMAUD, 1988; ANDRADE et al., 1993; ANDRADE et
al., 2006; BARROS et al., 2009).

Na década de 80, Andrade e Grimaud (1986) definiram o granuloma periovular como
uma lesdo essencialmente fibrosante, porém reversivel. Estes autores sugeriram a participacao
de enzimas na degradacdo do colageno e de células na internalizacdo dos fragmentos
(fagocitose) durante o processo de reabsor¢do da fibrose. Estudos demonstraram que o
desequilibrio entre as atividades das MMPs — enzimas estas que degradam o colageno — e de
seus inibidores TIMPs desempenha um papel importante na sintese e degradacdo na fibrose
hepatica (ARTHUR, 2002; MCCRUDDEN & IRADELE, 2000). Singh e colaboradores
(2004) demonstraram que o tratamento com PZQ favoreceu a reabsorcdo do tecido fibroso
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hepatico em camundongos infectados por S. mansoni e atribuiu este evento a queda nos niveis
de TIMP-1 e, consequentemente, aumento da expressao e atividade das MMPs. Resultados e
conclusdes semelhantes foram descritos por Liang e colaboradores (2011) em camundongos
infectados por S. japonicum e submetidos ao tratamento com PZQ na fase avancada da
esquistossomose.

Estudos anteriores relacionavam fibrose hepatica com a gravidade do quadro clinico nas
doencas cronicas do figado (PRATA & ANDRADE, 1963; BINA & PRATA, 1983;
LAMBERTUCCI et al., 1996). Por outro lado, estudos clinicos relataram que na
esquistossomose hepatoesplénica pode ndo haver correlagcdo entre a intensidade da fibrose
periportal e a gravidade clinica da doenca. Ou seja, pacientes esquistossomaticos com fibrose
leve podem apresentar a forma clinica mais grave, ou mesmo, apresentar fibrose “pipestem” e
ser assintomatico (VOIETA et al., 2010).

Neste contexto, a fibrose hepatica, per se, apresenta pouca significancia fisiopatoldgica
e a gravidade da esquistossomose hepatoesplénica esta vinculada as alteragdes vasculares
promovidas pelos ovos dos vermes e por vermes mortos (ANDRADE, 2004; SILVA et al.,
2006). Os ramos da veia porta sofrem os efeitos mais devastadores, pois, 0s ovos retidos
nestes vasos promovem obstrucdo vascular e, consequentemente, aumento da pressao portal.
Logo, a hipertrofia arterial ocorre para compensar a reducgdo do fluxo sanguineo da veia porta,
porém, isto torna o parénquima hepatico dependente de sangue arterial. E, em situacfes de
reducdo brusca da pressdo arterial — ruptura de varizes esofagicas — o aporte de fluxo
sanguineo arterial torna-se deficiente no figado, resultando em insuficiéncia hepatica e obito
do individuo (ANDRADE, 2009). As alteracfes vasculares na esquistossomose avancada sdo
responsaveis pelo quadro clinico de hipertensdo portal, esplenomegalia e varizes esofagicas
(ANDRADE, 2004).

Neste estudo verificamos, morfologicamente, a relacdo entre a estrutura das fibras
elasticas e a destruicdo da veia porta durante a infeccdo esquistossomotica. Andrade e Freitas
(1991), em estudo prévio, relatavam hiperplasia do tecido elastico portal apenas na
esquistossomose humana, entretanto estudo posterior realizado Andrade e cols (2006), bem
como, os resultados do presente estudo demonstraram que na esquistossomose murina,
também, ocorre elastose nos ramos da veia porta. Andrade e Freitas (1991) sugeriram que a
hiperplasia do tecido eléstico poderia causar estreitamento vascular e, portanto, influenciar na
patogénese da hipertensdo portal. De acordo com Andrade e cols (1992) a elastose

subendotelial evidenciada nos ramos de maior calibre da veia porta pode ser explicada pela
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proliferacdo de células endoteliais e células musculares lisas na lesdo hepatica, pois as células
endoteliais sintetizariam elastina.

Além da desordem da parede vascular portal verificou-se, na presente investigacéo, o
preenchimento da luz do vaso resultando na obstrucdo vascular e, consequentemente, na
patogénese da hipertenséo portal. Por outro lado, Andrade e cols (2006) demonstraram que o
tratamento especifico da esquistossomose é seguido ndo apenas de regressdo da fibrose
hepatica, mas, também, por um consideravel remodelamento vascular — desobstrucdo vascular
e reducdo do tecido elastico —, assim como evidenciado neste estudo. Em adicdo, estudos
experimentais e clinicos revelaram que a regressdo da fibrose hepatica é acompanhada por
reducdo da esplenomegalia e da hipertensdo portal (DOEHRING-SCHWERDTFEGER et al.,
1992; RUIZ-GUEVARA et al., 2007; LIANG et al., 2011). Assim, estes dados sugerem uma
correlacéo positiva entre a regressao da fibrose hepatica, o remodelamento vascular e melhora
do quadro clinico da esquistossomose avangada pds-tratamento.

No presente estudo, CES ativadas foram identificadas em granulomas
esquistossomoticos hepaticos ndo sO durante a sua formacdo, mas também durante a
involugdo precoce apos tratamento. Na literatura ha poucos esclarecimentos sobre o papel das
CES na esquistossomose, porém é sabido que estas células sdo imprescindiveis para
angiogénese (BARRIE et al., 2012). Estudos com camundongos demonstraram proliferagéo
vascular nas fases iniciais dos granulomas esquistossomoticos, a qual diminuia gradualmente
a medida que os granulomas se tornavam mais longevos e se apresentavam como estruturas
avasculares, por vezes, delimitados na periferia por uma rica rede vascular (BAPTISTA &
ANDRADE, 2005; LEMOS & ANDRADE, 2010). Sendo assim, a ativacdo das células
endoteliais dentro destes granulomas pode contribuir para o seu desenvolvimento e para o
aumento da vascularizacéo periférica (LOEFFLER et al., 2002).

Adicionalmente, estudos in vitro mostraram que SEA induzem a proliferacdo de células
endoteliais (FREEDMAN & OTTESEN, 1988), a formagéo de tubo vascular (LOEFFLER et
al., 2002; PEREIRA et al., 2013), exerce efeito anti-apoptotico e aumenta expressdo de
VEGF nas ceélulas endoteliais (LOEFFLER et al., 2002). O VEGF desempenha um
importante papel nas fases iniciais de formacdo de novos vasos sanguineos, pois estimulam a
ativacdo e proliferacdo das celulas endoteliais e, subsequente, a formacdo de tubulos
endoteliais (FERNANDEZ et al., 2009). Com efeito, Loeffler e cols (2002) atribuiram ao
VEGF o efeito angiogénico mediado pelo SEA na esquistossomose mansbnica. Em

contrapartida, Pereira e cols (2013) propuseram que macrofagos ativados alternativamente por
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SEA secretam fatores bioldgicos que induzem ativacdo de CES e, consequentemente,
angiogénese nos granulomas esquistossomoticos.

A angiogénese recentemente associada a resolucdo das lesbes esquistossomdtica
(ABDEL FATTAH & AHMED, 2012; ANDRADE et al., 2006) é descrita na literatura como
um processo imprescindivel para fibrogénese em diversos modelos experimentais de fibrose
hepéatica (BAPTISTA & ANDRADE, 2005; LEMOS & ANDRADE, 2010), pois antecede a
deposicdo de fibrose no figado (MARIA De SOUZA et al., 2006). Em consonancia com o
conceito de que a angiogénese € a raiz de fibrogénese Lai & Adams (2005) sugeriram 0 uso
de drogas anti-angiogénicas para tratar doencas cronicas do figado. Todavia, Abdel Fattah &
Ahmed (2012) sugeriram que 0 blogueio da angiogénese nao representa o alvo terapéutico
adequado para o tratamento precoce da fibrose hepatica esquistossomotica, pois a proliferacdo
de vascular durante a fase de resolucdo do granuloma levanta evidéncias sobre seus efeitos
benéficos no remodelamento das estruturas e fungdes hepaticas.

Assim, nossos resultados revelaram — através das células endoteliais — estruturas
vasculares nos granulomas esquistossomoticos hepaticos. O aumento na expressao das CES e
a formacd@o de microvasos no interior dos granulomas involutivos sugerem remodelamento
vascular (angiogénese) pos-tratamento com PZQ, evidenciando um possivel beneficio desse
processo durante a involugdo das lesdes esquistossomoticas. Estes dados séo fortalecidos por
estudos recentes que demonstraram coloragdo positiva para o0 VEGF dentro dos granulomas
hepaticos de camundongos esquistossomoéticos submetidos ao tratamento para
esquistossomose (ANDRADE & SANTANA, 2010; ABDEL FATTAH & AHMED, 2012).
Estes autores sugerem que a angiogénese desempenha um duplo papel na fibrogénese
hepética e levanta a necessidade de continuar a examinar o papel de pericitos (CEH) na
formacéo e remodelacéo dos tecidos conjuntivos e na reestrutura vascular.

Na presente investigacdo, a imunomarcagdo para a-SMA demonstrou um declinio de
CEH ativadas nos granulomas hepaticos nos periodos mais avancados da infeccao
esquistossomotica e, principalmente, apds o tratamento com PZQ. As CEH quando ativadas
adquirem fendtipo de miofibroblastos, passam a expressar microfilamento de a-SMA e a
produzirem componentes da matriz extracelular (MEC). Acredita-se que estas células sejam a
principal fonte de coldgeno no figado e, assim, desempenhando um importante papel na
fibrogénese de doencas crbnicas hepaticas, bem como, na remodelacdo da matriz extracelular
na esquistossomose (BOOTH et al., 2004).

Na esquistossomose, 0s ovos do verme induzem uma resposta polarizada Th2, com

elevada producdo de IL-13. Esta interleucina presente na reacdo granulomatosa estimula a
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transdiferenciacdo da CEH em miofibroblasto que, por sua vez, conduz diretamente a
producéo de colageno (BARRIE et al., 2012). Em estudos com camundongos infectados com
S. japonicum, a presenca de CEH ativada foi verificada nos granulomas por meio da marcagéo
para a-SMA e desmina (BARTLEY et al., 2006; BURKE et al.,2010). A imunomarcacao para
o-SMA e proteina glial fibrilar &cida (GFAP), também, revelou expressdo de CEH ativadas
em granulomas de pacientes com esquistossomose avanc¢ada, infectados com S. mansoni e S.
japonicum (CHANG et al., 2006; BARTLEY et al., 2006; PEREIRA et al., 2013).

Adicionalmente, um estudo considerou a expressdo a-SMA incapaz de diferenciar CEH
ativadas dos miofibroblastos do figado, sugerindo que, como na fibrose colestatica os
fibroblastos poderiam ser as principais células relacionadas a fibrogénese hepética e ndo as
CEH (RAMADORI & SAILE, 2004). Todavia, Chang e cols (2006) sustentam que as CEH
sdo a fonte de fibrose periportal na esquistossomose humana, devido a elevada expressdo de
células GFAP positivas nestas lesdes. Visto que, em humanos a proteina GFAP se expressa
tanto nas CEH quiescente quanto nas CEH ativadas.

Bartley e cols (2006) demonstraram que CEH ativadas foram detectadas nos granulomas
hepéaticos 06 semanas ap6s infeccdo com S. japonicum, atingindo apice com 8-10 semanas,
entretanto, na 14 semana houve declinio na expressdo destas células. Nossos resultados,
também, revelaram declinio gradativo de CEH ativadas ao longo da infec¢do com S. mansoni.
Estes achados sugerem que a importdncia das CEH ativadas nos granulomas
esquistossomoticos diminui consideravelmente com o passar do tempo.

Na esquistossomose o tratamento com PZQ elimina o agente etioldgico — os ovos do
verme (LIANG et al., 2002; FREZZA et al., 2007). Sendo assim, quando o agente agressor
hepético € removido inicia-se um processo de involucdo das lesGes hepéticas e durante este
processo as CEH ativadas desaparecem — por reversao ao estado quiescente ou por apoptose —
e o tecido fibroso é reabsorvido (BARRIE et al., 2012). Com a remocéo das CEH ativadas ha
reducdo na deposicdo de coladgeno e declinio na expressdo de TIMPs, o que favorece a
atividade das MMPs e, conseqlientemente, a regressdo da fibrose (IRADELE, 2001,
IRADELE et al, 2012). Um estudo recente demonstrou que houve reducdo na expressdo de
CEH ativadas e de genes pro-fibréticos no figado de camundongos infectados com S.
japonicum poés-tratamento com PZQ (LIANG et al.,, 2011). Os nossos resultados sao
consistentes com estudos anteriores, pois apds o tratamento com PQZ praticamente ndo houve
expressao das CEH, sugerindo que estas células, no estado ativado, exercem pouca influéncia

na involucdo dos granulomas.
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Os macréfagos sdo componentes centrais da resposta imune inata apds dano tecidual
(RAMACHANDRAN & IREDALE, 2012). Estas células podem ser ativadas em duas
subpopulagBes principais, designadas ativacdo classica (M1) e ativacdo alternativa (M2),
respectivamente, associadas a resposta Thl e Th2 (WILSON et al., 2007). O estado de
ativacdo esta relacionado a funcdo desempenhada pelos macréfagos, visto que, estes regulam
a iniciacdo, manutencdo e resolucdo de respostas inflamatérias cronicas (BARRON &
WYNN, 2011).

Na esquistossomose, estudos prévios com camundongos demonstraram que SEA
induzem uma forte resposta Th2 que, por sua vez, proporciona aumento de macréfagos M2
nos granulomas (HESSE et al., 2000; SMITH et al., 2004). Estes dados sdo consistentes com
os achados do presente estudo, que revelou presenca de macrdfagos M2 nos granulomas
hepéticos na fase avancada da doenga. Na infecgdo cronica, estas células contribuem para
progressdo da fibrose e formacgdo dos granulomas, mas, ao mesmo tempo desempenham um
papel protetor associado a imunorregulacédo (BARRIE et al., 2012).

Os macrofagos M2 também expressam arginase-1 que converte L-arginina em prolina,
essencial para sintese do colageno. A L-arginina também é matéria prima para macrofagos
M1, porém, associada a induzivel sintase 6xido nitrico (iNOS) resultando em 6xido nitrico
(NO) (BARRON & WYNN, 2011). A relacdo de macréfago M2 com fibrogénese
esquistossomotica foi demonstrado por um estudo utilizando camundongos deficientes em
INOS, onde L -arginina sé conduz formacéo de prolina, resultando em maior deposicdo de
colageno e formacgdo de granulomas, os quais eram oito vezes maiores quando comparados
com granulomas de camundongos selvagens (HESSE et al., 2000).

Macréfagos M2 atuam na imunorregulacdo (FLORES VILLANUEVA et al., 1994,
atraves do rapido consumo de L-arginina, promovendo uma deplecédo deste substrato no meio
extracelular e, assim, inibe a proliferacdo de células T e B que também dependem deste
substrato (BRONTE et al., 2003). Assim, os macrdfagos podem inicialmente induzir uma
resposta inflamatoria e auxiliar no desenvolvimento do granuloma e depois adotar um papel
anti-inflamatorio durante infecgdo cronica, suprimir outras células e reduzir o volume do
granuloma (WILSON et al., 2007).

Neste estudo, a analise morfométrica demonstrou reducdo expressiva de macrofagos M2
nos periodos mais avancados do tratamento para esquistossomose. Resultados semelhantes
foram observados durante recuperacdo espontanea de lesdes hepaticas induzidas por
tetracloreto de carbono (CCl;) (DUFIELD et al., 2005). Estes autores sugeriram uma
interdependéncia entre macrofagos e CEH ativadas, pois o declinio das mesmas ocorre de
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forma simultdnea durante a resolucdo da lesdo. Adicionalmente, propde que macrdéfagos
regulam tanto a proliferacdo, quanto a apoptose de CEH ativadas, o que influencia no
comportamento de sintese ou degradacéo da fibrose.

Pereira e cols (2013) demonstraram que SEA promove ativacdo alternativa de
macrofagos que passam a ativar CEH e CES, ou seja, induzem a fibrogénese e angiogénese na
esquistossomose. Por outro lado, nossos resultados sugerem que 0s macrofagos M2 exerce
pouca ou nenhuma influéncia na angiogénese durante a resolucdo das lesOes
esquistossomoticas. O suporte para este observacao foi proporcionado pelos dados de imuno-
histoquimica, os quais demonstram aumento na expressdo das CES nos granulomas
involutivos ao mesmo tempo em que houve reducdo na expressdo de macréfagos M2.

Ativacdo alternativa de macrdfagos tem sido associada a um fenotipo que envolve
regulacdo negativa da inflamacdo, inducdo de angiogénese, reparo tecidual e, também, alta
capacidade para a fagocitose (ADAMS et al., 2010). Estes autores avaliaram a capacidade dos
macrofagos M2 de fagocitar células em apoptose in vitro e in vivo, e revelaram que estes
macrofagos sdo semelhantes aos potentes fagocitos descritos na literatura. Também,
concluiram que o potencial de fagocitose destas células, provavelmente, contribui para o seu
papel na resolucdo da inflamacéo e reparacdo do tecido ap6s leséo do figado.

A capacidade de fagocitose dos macréfagos M2 pode justificar, no presente estudo, a
intensa expressdo destas células na zona central de alguns granulomas — tanto no grupo
tratado quanto no grupo ndo tratado — onde eram encontrados restos da casca do ovo e
miracidio. No entanto, quatro meses ap0s tratamento ndo houve expressdo de macrofago M2
nos granulomas que apresentavam a regido central livre de residuos dos ovos.

O remodelamento € a ultima fase do processo de cicatrizacdo de ferida, o qual consiste
numa involucdo gradual do tecido de granulacdo (angiogénese) e regeneracao tecidual. Este
passo estd associado a apoptose dos miofibroblastos, células endoteliais e macréfagos. O
tecido restante é entdo composto principalmente de proteinas da matriz extracelular, que sera
remodelado pelas metaloproteinases (RODERO et al., 2010). Na presente investigacdo, 0
remodelamento das lesdes hepaticas esquistossomaticas, pos-quimioterapia, foi acompanhado
por regressao na expressao das CEH ativadas e dos macréfagos M2, reabsorcdo do tecido
conjuntivo e remodelamento vascular. Entretanto, diferente do classico processo de reparo, as
CES ativadas demonstraram tendéncia a proliferacdo e, consequentemente, formacdo de
novos vasos. Sugerindo que a angiogénese ou seus componentes celulares desempenham um

importante papel, também, durante a regressdo das lesbes hepaticas na esquistossomose.
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7 CONCLUSAO

O tratamento para esquistossomose promoveu involucdo das lesdes hepéticas
caracterizadas por reabsorcdo gradativa do tecido conjuntivo (fibrose) e remodelamento
vascular. Adicionalmente, nossos resultados sugerem que CEH ativadas estdo presentes e tém
participam ativamente da fibrogénese hepatica durante a formacdo do granuloma
esquistossomotico, bem como os macréfagos M2. No entanto, ambas as células exercem
pouca influéncia na fase involutiva dos granulomas. Também confirmam que a angiogénese
desempenha um importante papel na involugdo da lesdo hepética esquistossomotica, pois
houve intensa proliferacdo de CES nos granulomas involutivos.

Estudos futuros devem considerar a analise celular e molecular dos componentes da
angiogénese (CEH quiescente e CES) e dos macréfagos M2 durante a fase de involucdo da

esqu istossomose.
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