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Angl- Angiopoetina - 1

bFGF- Fator de crescimento do fibroblasto — b
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RESUMO

DINAMICA DA ANGIOGENESE NA EVOLUGAO DA FIBROSE SEPTAL HEPATICA INDUZIDA POR

Capillaria hepatica, EM RATOS.

Ratos infectados com o helminto Capillaria hepatica desenvolvem invariavelmente
um tipo de fibrose septal que se origina em espagos porta € os conectam uns com os outros,
resultando numa septagdo fibrosa sistematizada por todo o figado. Vdrios aspectos
peculiares deste interessante modelo de fibrose hepatica foram estudados em nosso
Laboratério, entre eles uns que demonstram a participagdo inicial e proeminente da
angiogénese na patogenia deste processo.

Os septos sdo vascularizados e seus vasos, venosos (portais), acabam por fazer
conexdo, seja através dos sinusdides, seja diretamente, com o sistema venoso hepatico. Ao
longo do tempo os septos fibrosos paulatinamente vao desaparecendo, seja apos infec¢do
Gnica ou repetidas, mas alguns persistem até pelo menos 2 anos ap6s a infecgdo inicial
tnica. O presente trabalho tem o objetivo de seguir a evolugfo deste processo de fibrose
septal ao longo do tempo, tomando como orientagdo a participagdo dos elementos
vasculares e matriciais, identificando-os nos seus componentes celulares basicos,
ressaltando a participagcdo das células actina-positivas (leiomidcitos, miofibroblastos e
pericitos) ao longo de um periodo de evolugdo desde poucas semanas até 1 ano a partir de
uma infec¢do inicial e Unica. Espera-se que um estudo seqiiencial dindmico, envolvendo os
componentes celulares fundamentais, vasculares e matriciais, participantes do processo de
fibrogénese ¢ do remodelamento, ao longo do tempo, possibilite uma melhor visdo da

patogenia e do significado da fibrose septal hepética.

PALAVRAS-CHAVE: Angiogénese, Fibrose septal, Miofibroblastos, Pericitos, Capillaria

hepatica



ABSTRACT

DYNAMIC EVOLUTION OF ANGIOGENESIS DURING HEPATIC SEPTAL FIBROSIS INDUCED IN

RATS BY INFECTION WITH Capillaria hepatica.

Rats infected with the helminth Capillaria hepatica invariably develop a process of
septal fibrosis throughout the liver which originates in portal spaces, with porta-porta
connections. Several aspects of this interesting model of hepatic fibrosis have been studied
in our Laboratory, among them one that demonstrated an early and decisive participation of
angiogenesis in pathogenesis. Septa are profusely vascularized and their branches, veins
and capillaries, usually make connections with the venous system of the liver, both by
means of the sinusoids, and directly with the hepatic veins.

With passing time the fibrous septa gradually diminish in number and thickness, either
after single or repeated infections, but some of them persist up to over a year.

The present investigation represents an attempt to follow the evolution of the
process of C. hepatica-induced fibrosis in rats, since its earliest stages up to one year, by
following the behavior of the fundamental cellular and matrix elements that are involved in
fibrogenesis. Morphologic and morphometric observations were based on the behavior of
actin-positive cells (leiomyocytes, pericytes and myofibroblasts), collagen and associated
proteins, in relation to vascular proliferation and regression.

It is hoped that this approach will shed some light for the understanding of the
pathogenesis of fibrogenesis and remodeling on this particular and interesting experimental

model of hepatic fibrosis.

KEY-WORDS: Angiogenesis, Septal Fibrosis, Myofibroblats, Pericytes, Capillaria

hepatica



INTRODUCAO

1- Aspectos Gerais

A infec¢do experimental pelo nematddeo Capillaria hepatica no rato, se acompanha do
desenvolvimento de um tipo peculiar de fibrose hepatica — a fibrose septal. Esta patologia
caracteriza-se por varios septos fibrosos conectando espagos-porta entre si e, eventualmente,
com veias centrais, representando um aspecto histologico comum em doengas cronicas do
figado. A fibrose hepatica ¢ formada como conseqiiéncia do acimulo de proteinas da matriz
(principalmente os colagenos de tipos 1, III, V e VII). Entretanto, os conceitos sobre a
patogénese da fibrose hepatica enfatizam a ativagdo de células perisinusoidais, situadas nos
espagos de Disse (lipocitos hepdticos, células estreladas, células de Ito), as quais quando
ativadas, assumiriam um fenétipo inicialmente de miofibroblasto, onde as goticulas de gordura
cederiam lugar a um rico reticulo endoplasmatico, engajando-se assim na sintese aumentada de
proteinas da matriz extracelular.

A angiogénese, processo que participa na progressdo da fibrose € caracterizada pela
formag¢do de novos vasos a partir de vasos pré-existentes. Dentre os diversos fatores
angiogénicos, o fator de crescimento vasculo-endotelial (VEGF), apresenta papel fundamental
na divisdo, migracdo e formagdo tubular das células endoteliais. Acreditava-se que a
angiogénese participava apenas do processo de reparo, onde apos a inflamagio cronica, o tecido
lesado iniciava a deposig¢do de material conjuntivo reparando os danos causados no tecido.
Entretanto, Rosmorduc ¢ cols. (1999) verificaram o aumento da sintese do VEGF apds a
hipoxia hepatocelular no modelo de cirrose biliar experimental em ratos, concluindo que este
fator poderia ser o promotor da proliferagdo micro-vascular associada a fibrose hepéatica. Esses

achados estreitaram a relagdo entre os processos de angiogénese ¢ a fibrose.
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Estudos em nosso Laboratério demonstram uma acentuada angiogénese ocorrendo no
inicio da deposigdo de coldgeno no processo fibrético, através da infecgédo por C. hepatica em
ratos (Souza e cols., 2006). Desta forma, a fibrose induzida pela C. hepatica em ratos trata-se de
um modelo extremamente interessante para pesquisas sobre fibrose hepatica, especialmente
sobre patogenia e tratamento. Dentro deste contexto, Souza e cols., (2000), utilizando o modelo
de infecgdo pela C. hepatica demonstraram uma significativa redugfo da fibrose utilizando
diversas drogas com potencial anti-fibrdtico: pentoxifilina, cloreto de gadolinio e vitamina A.
Entretanto, a pentoxifilina foi a mais efetiva na redugdo da fibrose quando comparada com as
demais drogas.

No presente estudo, a evolugdo e a regressdo da fibrose sdo analisadas ao longo de um
tempo prolongado, em ratos infectados experimentalmente pela C. hepatica. A identificagdo dos
elementos celulares (miofibroblastos e pericitos) e suas correlagdes com o aparecimento,
progressdo e regressio da fibrose ao longo de um tempo forneceram dados ndo s6 sobre a
dindmica da fibrose na capilariase do rato, mas sobre as peculiaridades da patogenia da fibrose
hepatica em geral.

Os principais achados sugerem a intensa participagdo dos pericitos e dos miofibroblastos,
no processo de fibrogénese, os quais foram caracterizados pela expressdo de alfa-actina de
musculo liso nos periodos iniciais da infec¢do; observamos também, em contraposi¢do, a
diminui¢@o dessa expressdo na fase avangada do processo fibrotico, que corresponde a fase de
regressdo e estabilizagdo desse processo patologico onde os miofibroblastos, por vezes, estéo

completamente ausentes.
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2- Capillaria hepatica

A C. hepatica ¢ um helminto nematddeo, tricuroideo, cosmopolita, muito comum como
parasito do rato e de outros roedores. Contudo, este helminto também pode ser encontrado
parasitando numerosas espécies de mamiferos, como a lebre, o cdo, o gato, 0 macaco, entre
outros (Moura, 1991) bem, como visto mais recentemente, as espécies de marmota, Marmota
monax (Hilken e cols., 2003) e Marmota marmota (Gortazar e cols., 1996).

Dados na literatura mostram que a infec¢io humana pela C. hepatica, geralmente é
apresentada como muito rara, extremamente grave, comumente fatal, ocorrendo em condigdes
especiais, dentre estas, freqiientemente acidentais, que favorecem a ingestdo, pelo homem, de
grande quantidade de ovos embrionados do parasito. Essa ingestdo resultard numa invasdo
maciga de larvas, seguida da localizagdo, diferencia¢fio e desintegragdo dos vermes e seus ovos
no figado provocando intensa reagfo inflamatoria do tipo granulomatosa, proliferagdo de
fibroblastos, acompanhada de fibrose multi-focal. (Cochrane e cols., 1957; Piazza e cols., 1963;
Pereira & Mattosinho Franga, 1983, Yfanti ¢ cols., 1996; Sawamura e cols., 1999). As
principais caracteristicas clinicas sdo: o aparecimento de dores abdominais, febre persistente,
hepatomegalia e leucocitose com eosinofilia.

Morfologicamente, a fémea da C. hepatica mede 2cm de comprimento enquanto o macho
mede apenas a metade. O verme adulto tem simetria bilateral, corpo cilindrico, alongado, ndo
segmentado, revestido por cuticula e desprovido de membros articulados. Possui um aparelho
digestivo completo ¢ cavidade geral sem revestimento epitelial. Apresenta ainda, dimorfismo
sexual (Wright, 1961). Os ovos sdo muito parecidos com os do tricocéfalo, com as mesmas
cascas e rolhas polares, porém a membrana mais externa € atravessada por minusculos canais

que lhe emprestam aspecto estriado muito caracteristico (McQuowm, 1954).
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O ciclo vital da C. hepatica ¢ direto, ou seja, independente de um hospedeiro
intermedidrio. Os estagios larvais (L2-L.4) e os vermes adultos sdo encontrados somente no
interior do figado do hospedeiro. O inicio do ciclo ocorre através da ingestdo de ovos
embrionados pelo hospedeiro. Estes ovos passam pelo tubo digestivo e eclodem ao nivel do
ceco, onde as larvas do primeiro estddio (L.1) poderdo ser encontradas. Posteriormente, essas
larvas migram através das paredes intestinais e “caem” na corrente sangiiinea pelo sistema
porta-hepatico. No figado, as larvas atingem os estagios de [.2, 1.3 e L4, ¢ se transformam em
vermes adultos. Esses vermes adultos t€ém seus ovos fecundados e liberados em torno das
fémeas, em pleno parénquima hepatico. Muitos sfo liberados ap6s a morte espontdnea dos
vermes, 0 que no rato, acontece habitualmente por volta do primeiro més da infecgdo. Os ovos
sdo depositados imaturos, e, enquanto estiverem no interior do figado, irfio conservar-se.

Existem duas possibilidades da elimina¢io dos ovos para o meio exterior, sendo, apos a
morte do hospedeiro e desintegragdo da sua carcaga ou quando um predador ingere ovos néo-
embrionados do figado da sua presa e os elimina nas fezes. Portanto, a C. hepatica pertence ao
grupo dos geo-helmintos, ou seja, parasitos transmitidos a partir da contaminagdo do solo
(Moura, 1991).

Em ratos de esgoto (Rattus novergicus), a infecgdo atinge de 40 a 90% (Moura 1991).
Chiefti e cols., (1981) necropsiaram 205 (191 Rattus novergicus ¢ 14 Rattus rattus) murideos
capturados vivos no municipio de Sdo Paulo e verificaram que destes, 59% estavam parasitados
por C. hepatica. Galvdo verificou que 57% dos ratos capturados em Salvador, BA também

albergavam a C. hepatica.
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2.1- Infeccao por Capillaria hepatica

A infeccdo causada pela C. hepatica pode se fazer sob duas formas: 1) Espuria: quando
ocorre a ingestdo, pelo hospedeiro, de ovos ndo-embrionados, ¢ neste caso, 0s ovos passam
intactos por todo o tubo digestivo, sendo eliminados nas fezes. A Unica conseqiiéncia para o
hospedeiro consiste no aparecimento de anticorpos circulantes contra o parasito, o que nem
sempre acontece; 2) Verdadeira: Quando hd ingestdo de ovos embrionados, os quais contém
larvas infectantes e prontas para serem liberadas e completarem o ciclo no interior do novo
hospedeiro.

Para ocorrer o embrionamento dos ovos € necessario o contato dos ovos imaturos com o
meto exterior, conservando-se num ambiente propicio, com luminosidade, umidade e
temperatura adequadas (25 a 27°C). O processo tem duragdo de aproximadamente 30 dias para
que ocorra a diferenciagdo de uma larva no interior dos ovos, tornando-os infectantes.

Ainda sdo pouco conhecidas as circunstdncias como o homem vem a se contaminar. O
elevado grau de infec¢do dos ratos no Brasil (Galvao, 1976; Chieffi e cols., 1981) bem como a
existéncia de uma grande parcela da populacdo mundial vivendo em condig¢es precarias de
higiene, contribuem para a existéncia da infec¢do humana por C. hepatica. Pode-se deduzir
também que ovos presentes no solo e alimentos, carreados pelo vento, pela dgua, por insetos,
etc, podem vir a ser deglutidos pelo homem, como também existe a possibilidade de animais
domésticos, como gatos, que predam ratos infectados, eliminarem os ovos imaturos do parasito
nas fezes, auxiliando para a sua disseminagdo no meio doméstico.

Recentemente, Lemos e cols., (2002) através de sucessivas inje¢des i.p. de soro de

porco, o qual induz a fibrose septal, demonstraram que ratos tolerizados com tal soro desde a
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fase neonatal e posterior infecgdo por C. hepatica, apresentaram uma inibi¢8o parcial na
formacdo da fibrose septal quando comparados com aqueles que foram infectados por C.
hepatica na vida adulta, sugerindo que ha uma base imunolégica na formagdo dessa fibrose.
Fatores de crescimento como o PDGF, o TGF-1 e o TGF- B1-R, que ja foram descritos na
literatura como participantes do processo de angiogénese e fibrogénese, participam em conjunto
com o VEGF, estimulando tanto células endoteliais quanto células estreladas, induzindo-as a se
transdiferenciarem (Dollecki & Connolly, 1991; Folkman & Klagsbrun, 1987; Folkman 1995
A, B; Gospodarowicz e cols., 1987; Leveen e cols., 1994; Pertovaara e cols., 1994; Shibuya,
1995). Dados da literatura demonstram também, através de marca¢des imunohistoquimicas
contra o fator de Von Willebrand (fator VIII), a-actina de musculo liso, colageno tipo 1V e
laminina (Souza e cols., 2004) que a angiogénese parece exercer uma importante participagdo
no inicio do processo da formagéo da fibrose septal hepatica. |

Diante dos relatos supracitados, nosso Laboratério vem investigando o processo e quais
mecanismos estdo envolvidos na génese da fibrose septal, bem como sua patogenia e

tratamento, através do modelo de infec¢do pela C. hepdtica (Souza e cols., 2000).

3- CELULAS ESTRELARES HEPATICAS (HSCs)

O parénquima hepatico é composto por diversos tipos celulares, principalmente, por
c€lulas hepaticas (hepatécitos), as células endoteliais de sinuséides, as células estrelares
hepaticas (HSCs), células de Kupffer, células progenitoras e outros tipos celulares como, por
exemplo, as células dendriticas. Os elementos celulares do parénquima hepatico se organizam
entre os sinusdides e, no espago de Disse onde se encontra as células estrelares, compreende a

regido entre o polo apical (sinusoidal) dos hepatocitos e a parede sinusoidal (Sato e cols., 2003).
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As células estreladas sdo pericitos especiais que desempenham diversas fungdes: 1)
armazenagem de vitamina A no figado; 2) produgéio de componentes da matriz extracelular e
metaloproteinases (juntamente com as células de Kupffer); 3) producdo de fatores de
crescimento e citocinas; 4) contragdo e dilatagdo do lumen sinusoidal em resposta a endotelina,
angiostensina, tromboxanos ou prostaglandinas (Sato e cols., 2003). As células estrelares
hepéticas participam ainda do desenvolvimento e regeneragdo do tecido hepatico, reorganizagio
da matriz extracelular hepatica e desenvolvimento da fibrose. Estas células sdo consideradas as
principais células mesenquimais na produgdo de componentes da matriz extracelular, incluindo
os colagenos tipo I, III, IV e VI, fibronectina, laminina e proteoglicanos (Roskams e cols.,
2004).

Em vérias condigdes patologicas, as células estrelares hepaticas proliferam e migram em
direcdo as areas de necrose e regeneragdo. O fator de crescimento derivado de plaquetas
(PGDF), produzido pelas células de Kupffer estimulam a mitose das HSCs (Battaler & Brenner,
2005). Ha também outro mecanismo de sinalizag@o importante neste processo entre as células
de Kupffer e as HSCs: os radicais de oxigénio reativos produzidos pelas células de Kupffer
podem aumentar a ativagdo das HSCs e como conseqiiéncia aumentar a deposig¢do de colageno.
Todos os dados mencionados suportam a hipotese de que as células de Kupffer exercem um
papel chave na ativagio das células estreladas e/ou no aumento de sua capacidade de produzir
componentes da matriz extracelular na doenga hepatica (Battaler & Brenner, 2005). Outras
células produtoras de radicais de oxigénio, como neutrofilos, também podem estimular
diretamente a ativagdo das células estrelares no figado.

Apbs ativagdo, ocorre o desencadeamento de um periodo conhecido como perpetuagéo,
mantendo o fendtipo das células estrelares ativado, podendo gerar fibrose. Esse periodo ¢

mantido por varios processos: continuagdo da proliferagdo baseada em citocinas como o PDGF;
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pela quimiotaxia de células estrelares aos pontos de inflamagfo; pela continua fibrogénese,
contratilidade e degradagfio da matriz extracelular através da produgdo de metaloproteinases.
Nesse momento, as HSCs ativadas desenvolvem um fen6tipo caracteristico de miofibroblasto,
adquirindo caracteristicas contrateis, pro-inflamatérias e fibrogénicas (Battaler & Brenner,
2005). De acordo com as caracteristicas ultraestruturais e na expressdo de vimentina, desmina e
a-actina de musculo liso (aSMA), as HSCs sdo referidas como miofibroblastos (Roskams e
cols., 2004).

No que pese a importincia das células estreladas na fibrogé€nese hepatica, os estudos
com o modelo da fibrose septal associada a capilariase do rato ndo conseguiram demonstrar
uma participacdo relevante de tais células no processo (Fonseca e cols., 2005; Souza e cols.,
2006).

O excessivo acimulo de colageno no figado durante o processo fibrogénico envolve
além dos macrofagos e células perisinusoidais, a sintese de proteinas especificas, as

metaloproteinases e seus inibidores.

3.1- ANGIOGENESE

A formagdo de novos vasos via brotamento de células endoteliais maduras de vasos pré-
existentes pode ser caracterizada pelo processo de angiogénese (Yanconpoulos e cols., 2000).
Este processo € extremamente importante para a regularizagdo do fluxo sanguineo e aporte de
oxigénio e nutrientes além de transportar as células de defesa para tecidos lesados (Walsh &

Pearson, 2001).
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A angiogénese ¢ controlada por um equilibrio entre fatores enddégenos, sendo
promotores ¢ inibidores, onde participam desse processo diferentes tipos celulares, proteinas da
matriz ¢ outros varios fatores soluveis (Ueno e cols., 2006). Portanto, a angiogénese é um
processo complexo que envolve desde mediadores soluveis, interagdes célula-célula e célula-
matriz extracelular, além de forgas biomecénicas.

O processo angiogénico pode ser resumido nas seguintes etapas: 1) lise da membrana
basal que circunda o vaso por proteases secretadas pelas células endoteliais; 2) migragdo de
células endoteliais circulantes para o sitio de formagdo do vaso, onde proliferam e formam uma
espécie de broto; 3) nova proliferacdo e diferenciag@o das células endoteliais com conseqiiente
crescimento e formagdo da luz do novo vaso; 4) secregdo de fatores de crescimento pelas
células endoteliais que atraem células de suporte (pericitos e células musculares lisas),
formando a membrana basal. Tanto as células de suporte como a membrana basal sdo essenciais
para o funcionamento e estabilidade do vaso formado. Nesse estagio final, os vasos adquirem
caracteristicas especializadas adequadas ao tecido ou érgdo a que pertencem (Gerwins e cols.,
2000; Jain, 2003).

Em doengas ndo-neoplésicas, a inflamag@o e a hipoxia contribuem para a angiogénese,
além de estimularem o processo angiogénico em diversas desordens. Mondcitos, macrofagos,
plaquetas, mastdcitos e outros leucocitos liberam milhares de fatores angiogénicos incluindo:
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), angiopoetina (Angl), fator de crescimento de
fibroblasto beta (bFGF), fator transformador de crescimento beta (TGF-bl), fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator de

crescimento do hepatécito (HGF), fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1),
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proteina quimiotética para monocito (MCP-1) entre muitas outras (Pinedo e cols., 1998; Seljelid
e cols., 1999).

Dentre os fatores descritos como angiogénicos, o VEGF apresenta papel central na
divisdo, migragdo e formacdo tubular das células endoteliais vasculares (Mustonen & Alitalo,
1995; Brown e cols., 1997; Ferrara & Davis-Smyth, 1997). O VEGF possui uma potente
habilidade em aumentar a permeabilidade vascular e a vasodilatagdo, onde esta promove o
aumento do fluxo sanguineo precedendo a angiogénese (Nagy e cols., 2007). Rosmorduc e cols.
(1999) sugeriram ainda, que a angiogénese ¢ estimulada primariamente pelo VEGF em resposta
a hipoxia hepatocelular.

O VEGF ¢ uma glicoproteina ligada a heparina com peso molecular de 45 Kda, que
possui dois receptores: o FL'T-1 (Fms-Like Tirosina quinase) ¢ FLK-1 (Figado Fetal quinase),
ambos tirosina quinase transmembrana, regulados pela hipdxia. Acreditava-se que os receptores
VEGFR tirosina quinase eram especificos das células endoteliais e, no entanto, sabe-se que
varias células expressam ambos receptores.

Outros dois fatores apresentam importante papel no processo de angiogénese: o fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF) e o fator de crescimento de fibroblasto (FGF)
(Folkman & Klagsbrun, 1997; Gospodarowicz e cols., 1987; Levven e cols., 1994). O FGF
promove a angiogénese por um efeito direto ou indireto nas células endoteliais, seja ele
produzido em células tumorais ou também em outros tipos de células normais, inclusive as
endoteliais. Desta forma, o FGF atua induzindo a replicagdo e a migragdo das células
endoteliais ou regula a expressido do VEGF.

Os estudos sobre angiogénese davam énfase apenas nos componentes endoteliais,
entretanto sabe-se que os capilares sanguineos sdo constituidos por dois tipos celulares: as

células endoteliais e os pericitos. Inicialmente descritas por Charles Rouget como célula de
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musculo liso devido a presenga de actina, os pericitos sdo células perivasculares que estdo
mergulhadas na membrana basal dos microvasos e¢ estio em contato intimo com as células
endoteliais, onde compartilham ions, pequenas moléculas e também servem de suporte para as
mesmas. Rajumar e cols., (2005) descrevem a capacidade dos pericitos em se transformar em

miofibroblasto durante o processo fibroso.

3.2- ANGIOGENESE E PERICITOS

Fisiologicamente, a angiogénese ocorre principalmente durante o desenvolvimento
embriondrio e na fase pds-natal. Em adultos, esse processo ¢ raro, podendo ser observado
principalmente no sistema reprodutor feminino, durante o ciclo menstrual e na gravidez. A
forma patoldgica da angiogénese pode ser encontrada em intmeras doengas, como céncer,
retinoblastia diabética, degeneragdo macular, psoriase, artrite reumatdide, entre outras
relacionadas com a idade. Ela € o elemento chave no processo de reparo dos ferimentos. A
neovascularizagdo também pode ser considerada maléfica, causando efeitos negativos em
determinadas doengas ¢ contribuindo para a progressio de outras. Esses efeitos podem ser
caracterizados pela permeabilidade vascular anormal, remodelamento vascular e maturagio
defeituosos, promovendo hemorragia ¢ inflamag¢do (Holger Gerhardt & Christer Betsholtz,
2003).

Os pericitos e as c€lulas musculares lisas encontram na interface entre o endotélio ¢ o
tecido circundante (Figura 1) e, estdo posicionados para participarem ativamente no processo
angiogénico (Allt & Lawrenson 2001; Sims 1986).

Hellstron e cols., (2001), demonstrou através da analise da microvasculatura do PDGF

em cérebro de embrido, que o processo angiogénico ocorre mesmo na auséncia dos pericitos.
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No entanto, os mesmos autores demonstraram que a auséncia de pericito no PDGF coincide
com hiperplasia endotelial, sugerindo que os pericitos possam controlar negativamente a
proliferagdo endotelial.

Os pericitos parecem exercer um controle morfogénico no diametro capilar devido a sua
habilidade contractil. Interessantemente, o PDGF-B foi recentemente adicionado a lista de
agentes que regulam a contragdo dos pericitos (Sakagami e cols., 2001). O didametro do vaso
deficiente de pericito é anormal, variando de forma extensiva, promovendo a idéia de que na
presenga dessas células, o vaso possui didmetro uniforme.

E possivel que os pericitos constituam uma reserva celular para a formagéo de um tecido
nao-vaso, remodelamento ou reparo, por exemplo, formagdo da medula (Diaz-Flores e cols.,
1992; Doherty & Canfield, 2000). Os pericitos possuem um fendtipo intermediario entre as
células do musculo liso e fibroblastos, com a capacidade de se diferenciarem apos seu
direcionamento. Além disso, os pericitos contribuem na formagdo dos componentes fibréticos,
na cicatrizagdo e em outras situagdes de inflamagdo associada com tecido fibroso.

Diante desse contexto, torna-se essencial um estudo dindmico do processo angiogénico,
descrevendo quais células matriciais e quais elementos vasculares estdo envolvidos no processo
de fibrogénese, utilizando-se do modelo de infec¢do por C. hepatica. Assim, neste estudo
buscamos esclarecer a patogenia bem como o significado da fibrose septal hepatica, auxiliando

em futuras terapias para esta patologia.

Pericito

Figura 1: Pericitos apoiados nas células endoteliais de um capilar.
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4- HIPOTESE

Um estudo seqiienciado das células actina-positivas presentes na fibrose septal hepatica
induzida por Capillaria hepatica no rato, ao longo de um tempo relativamente prolongado,
comprovard a demonstragdo da participacdo da angiogénese na sua patogenia, ao destacar o
comportamento dinamico dos seus elementos celulares (pericitos e miofibroblastos) ao longo do

processo fibrogénico.

S- JUSTIFICATIVA

O acompanhamento da progressdo e regressio da fibrose septal, acompanhada através
do comportamento dindmico dos elementos chaves da sua patogenia por um periodo
prolongado, podera fornecer dados ndo somente sobre a dindmica da fibrose septal na
capilariase do rato, mas também sobre algumas peculiaridades da patogenia da fibrose hepatica
em geral, auxiliando na compreensdo dos mecanismos envolvidos, e favorecendo pesquisas

futuras e conseqiiente desenvolvimento de terap€uticas mais efetivas.
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6- OBJETIVOS

6. 1. Objetivo geral

Descrever a dindmica da angiogénese no desenvolvimento da formagio, progressio e

regressdo da fibrose septal hepatica induzida por Capillaria hepatica, em ratos.

6. 2. Objetivos especificos

- Descrever e medir as variagdes celulares e matriciais que ocorrem durante a formagio,
evolugdo e regressdo da fibrose septal no figado de ratos infectados por C. hepatica.

- Identificar a participagdo das células actino-positivas associadas, com a formagédo e
regressdo da fibrose septal ao longo do tempo;

- Verificar a variagdo dos elementos associados com a angiogénese de acordo com o0s
periodos de fibrogénese intensa (inicial), moderada (intermediaria) e de regressdo (final);

- Correlacionar a angiogénese com a presenga de elementos parasitarios ¢ as

modificagdes dos varios componentes da matriz extracelular.
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7- MATERIAL & METODOS:

Os blocos em parafina contendo o material utilizado neste estudo foram retirados dos
arquivos do LAPEX (CPqGM) e provieram de ratos Wistar, que pesavam entre 200-300 g, e
vinham sendo mantidos em condigdes controladas, com agua e ragéo ad libitum no Biotério do
Centro de Pesquisas Gongalo Moniz.

O procedimento de infecgdo por C. hepatica ja estd bem padronizado em nosso
laboratoério e, cada animal do material arquivado selecionado, foi infectado por entubagfo
intragastrica, inoculando 500 ovos embrionados de C. hepatica. Em cada ponto, cinco animais
foram submetidos a bidpsia hepatica.

Os blocos foram selecionados de acordo com o periodo de interesse para o presente
estudo e compreendiam os periodos de 10, 14, 20 e 50 dias, e 4, 6 e 12 meses apds a infecgio
experimental, de acordo com os dados de Souza e cols., (2006). As secgdes histologicas obtidas

foram submetidas as seguintes técnicas:

7. 1. Histopatologia: Para a analise do grau da infecg?o e da fibrose septal, os blocos

contendo fragmentos de figado fixados em formol Milloning (pH 7.4), foram cortados em
micrétomo e as secgdes de S um de espessura foram coradas pelos métodos de Hematoxilina-
Eosina, picrosirius-vermelho contrastado com verde luz para a evidenciagdo de fibras

colagenas.

7. 2. Imunofluorescéncia:

7.2.1 - Caracterizacao de antigenos de Capillaria hepatica
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Para a caracterizagdo da presenca de antigenos em animais infectados por C. hepatica, o
soro foi coletado e submetido ao ensaio de imunofluorescéncia. Para a realizagdo desta etapa, os
fragmentos de tecido hepatico fixados em parafina foram desparafinizados, desidratados,
lavados em agua corrente ¢ em seguida em agua destilada. Posteriormente, a inibi¢do das
ligagdes inespecificas foi realizada utilizando leite desnatado, diluido a 10% em PBS pH 7.4 a
temperatura ambiente. Em seguida, para a marcagdo dos antigenos no tecido hepatico, o soro de
camundongo infectado pela C. hepatica foi colocado sobre as secgdes (1:1), a 37 °C. Apés 30
minutos, o material foi lavado com PBS (3 banhos de 5 minutos) e adicionado o anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato de fluoresceina (FITC),
(Sigma-USA), diluido em PBS (1:60) e azul de Evans (1:2). O material foi acondicionado em
camara Gimida a 37 °C por 30 minutos. Os cortes marcados foram examinados em microscopio
Zeiss, Axioskop, com epiiluminacdo provida de lampada HBO de vapor de merctrio poténcia

50w, com filtro de barreira e excitador apropriados para fluorescéncia.

7.2.2 - Expressiao da Laminina

Fragmentos de tecido hepatico representativos dos diferentes periodos em estudo e que
foram previamente criopreservados em nitrogénio liquido e preservados a -70°C foram
submetidos ao ensaio de imunofluorescéncia para a detec¢o da laminina. Para a realiza¢do
desta etapa foram obtidas sec¢des de Sum de espessura de fragmentos de tecido hepatico a
partir de um criostato a 20°C. Estas secgdes foram posteriormente fixadas em acetona gelada
por cinco minutos ¢ acondicionadas em freezer a -20°C. Posteriormente, foram hidratadas com
PBS (pH 7.4) por cinco minutos e procedeu-se o bloqueio das reagdes inespecificas com 10%

de leite desnatado em PBS e em seguida, as sec¢des foram incubadas em camara imida como
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anticorpo anti-laminina (1:100) a 37°C por 30°. O anticorpo anti-laminina (Ref. 24851, Lot.
188) foi produzido em coelho, no Instituto Pasteur em Lyon (Franga) e cedido pelo Dr. Jean-
Alexis Grimaud. Apo6s a marcagdo com o anticorpo primario as ldminas foram lavadas com PBS
(pH 7.4) e em seguida, adicionado o anticorpo secundério anti-IgG de coelho (SIGMA, USA)
conjugado com isocianato de fluoresceina diluido em PBS (1:20) e azul de Evans, sendo as
laminas acondicionadas em cdmara umida a 37°C por 30°. Os cortes marcados foram
examinados em microscopio Zeiss, Axioskop, com epiiluminagio provida de limpada HBO de
vapor de mercurio poténcia SOw, com filtro de barreira e excitador apropriados para

fluorescéncia.

7. 3. Imunohistoquimica: Para a realizacio desta ctapa, os fragmentos de tecido

hepatico fixados em parafina foram seccionados em micrétomo e secgdes de Sum de espessura
foram montadas em laminas pré-tratadas com Poly-L-Lisina a 10% (SIGMA ST. Louis, Mo.
USA). As laminas foram desparafinizadas em xilol (3 banhos de 10 minutos), posteriormente,
colocadas em élcool absoluto (2 banhos, de 5 minutos), lavadas em 4gua corrente (4 banhos) e
por fim, com agua destilada (4 banhos). Em seguida, foi realizada a recuperagdo antigénica em
tampdo citrato (pH 6,0) em banho-maria por 30 minutos, a 96 °C. Apés a hidratagio com PBS
(5”) foi feito o bloqueio da peroxidase endogena usando o bloqueador de peroxidase endogena
(DAKO Envision System) por 30 minutos. Os cortes foram lavados em 4dgua destilada e
hidratados com PBS/BSA (2 banhos de 5 minutos). Imediatamente depois, a inibigdo das
ligagdes inespecificas foi realizada utilizando leite desnatado a 10% em PBS (pH 7.4), por 20°,
a temperatura ambiente. As sec¢des foram entdio incubadas em cdmara imida com o anticorpo

primdrio monoclonal anti-alfa actina humano produzido em camundongos (DAKO, Clone 1A4,
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Lot. M0851) e deixadas na geladeira (4°C) toda a noite. No dia seguinte, apos o equilibrio da

temperatura, por 1 hora, as sec¢des foram lavadas com PBS (3 banhos de 5 minutos) e entdo, foi
colocado o anticorpo secundério (30”) produzido em cabra anti-coelho conjugado a peroxidase
(DAKO Envision System-Labelled polymer). O material foi lavado com PBS (3 banhos de 5
minutos) e procedeu-se a revelacdo com DAB (Kit da DAKO). Posteriormente, as sec¢les
foram contra-coradas com Hematoxilina de Mayer ¢ montadas para a visualiza¢do ao

microscépio 6tico.

7. 4. Avaliacio Morfométrica da Matriz Conjuntiva: Para quantificar a matriz

conjuntiva presente nas secgdes obtidas de figados de ratos Wistar infectados por Capillaria
hepatica e com fibrose septal, sec¢Bes teciduais de 5 mm foram coradas pelo Picrosirius -
Vermelho (Junqueira e cols., 1979) e, posteriormente, submetidas ao teste morfométrico. Para a
realizag@o desta etapa, foi utilizado o microscopio Leica, equipado com o Sistema de Analise de
Imagens QWIN 3.1. Para cada periodo, foi avaliada uma area seccional total de 1,04 x 107
mm?2, e consideradas apenas as fibras marcadas neste procedimento. Empregou-se a objetiva de

4x em 5 campos microscopicos, selecionados aleatoriamente.

7. 5. Avaliacao Morfométrica das Células Actina-Positivas: Para avaliarmos o

nimero de células marcadas pela a-actina de musculo liso nas sec¢des obtidas de figados de
ratos Wistar infectados por Capillaria hepatica, secgdes teciduais de S mm foram submetidas a
técnica de imunohistoquimica. Em seguida, o material foi submetido ao teste morfométrico,
utilizando o microscdpio Leica equipado com o Sistema de Analise de Imagens QWIN 3.1. Para

cada periodo, foi analisada uma area seccional total de 1,5 x 106 mm2, Empregou-se a objetiva
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de 10x em 5 campos microscopicos, selecionados aleatoriamente. Foram consideradas todas as

células marcadas positivamente.

8- RESULTADOS

8.1. Analise da infec¢io e progressao da fibrose septal

A infecgdo pelo helminto C. hepatica foi contirmada pela intensa presenga de vermes e
ovos imaturos no parénquima hepatico. A fibrose septal hepatica também foi desenvolvida e,
sua progressdo foi observada principalmente, apos 20 dias de infecgdo. A partir do 20° dia de
infecgdo, observaram-se lesdes focais acompanhadas por uma intensa rea¢do inflamatéria com
predominio de células mononucleares (Prancha 1). Os septos fibrosos, os quais foram
originados a partir dos espagos-porta, foram proeminentes a partir de 20 dias, permanecendo até
12 meses de infec¢do, com menor intensidade. As fibras colagenas presentes nas lesdes focais e
na formag@o dos septos foram observadas na coloragdo por picrosirius - vermelho. A presenga
dessas fibras também foi observada com 12 meses de infec¢do. (Prancha 2).

A angiogénese foil mais evidente no inicio da infecgfo, podendo ser evidenciada também
nos periodos mais tardios, onde alguns vasos, no interior da fibrose septal, mesmo apos 12
meses de infecgdo ainda estavam presentes (Prancha 3).

Com 50 dias de infecgdo, foi possivel demonstrar a extensdo dos septos fibrosos pelo
parénquima hepéatico, conectando-se com espagos-porta e, eventualmente com veias
centrolobulares, o que a demonstragio de células actino-positivas (leiomiocitos, pericitos e

miofibroblastos) ajudou na sua evidenciagéo (Pranchas 4 ¢ 5).
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Apos 4 meses de infec¢fo, os septos fibrosos bem como restos de vermes e ovos
puderam ser observados, porém, com menos intensidade quando comparados com os periodos

iniciais da infecgdo.
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8.2. Detecclo de antigenos em animais infectados por C. hepatica

A presenca de antigenos de C. hepatica foi bem evidenciada nos periodos iniciais da
infecg@o, principalmente com 14 ¢ 20 dias. Nos periodos tardios, foi possivel observar poucos
antigenos presentes nos espacos-porta.

A partir dos 4 meses de infecgdo, os antigenos de C. hepatica apresentavam-se
distribuidos, principalmente, nos espagos-porta ¢ alguns pelo parénquima hepatico.

A presenga desses antigenos colabora com a manutengdo dos septos fibrosos que ainda
estdo presentes apds os 4 meses de infecgdo. Neste ensaio, a marcagdo demonstra a presenga de

0Ovo0s € que 0s mesmos estdo vidveis em periodos tardios da infecgfo.

8.3. Investigacdo da presenca de células actina-positivas

Nos periodos iniciais da infecgdo, 14, 20 e 50 dias, observou-se intensa participagdo das
células actina positivas (pericitos e miofibroblastos) acumulando-se, principalmente na regifo
dos espagos-porta. Observou-se também a presenca dessas células em torno da veia centro-
lobular, conectando véarios septos entre si por todo o parénquima hepatico. No entanto, mesmo
com a intensa marcag@io dessas células no periodo de 50 dias de infec¢fio, a propor¢do comega a
ser menor quando comparada com os periodos de 14 e 20 dias.

Apobs 4 meses de infecgdo, observou-se uma moderada a discreta presenga desses
pericitos e miofibroblastos nas regides dos espagos-porta. Entretanto, a marcagéo apresenta-se
mais evidente nos septos fibrosos, os quais estdo mais intensos quando comparados com o0s

periodos iniciais da infecgao.
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Aos 6 e 12 meses de infeccdo, os septos fibrosos estdo proeminentes, conectando
espagos-porta entre si sendo nessa regido que pode-se encontrar a presenga dos pericitos e
miofibroblastos. Contudo, nos espagos-porta, a presenga dessas células passa a ser discreta.

Nesta investigacdo, observamos também a presenca dessas células actina- positivas
nas lesdes focais causadas pelos ovos do parasito, distribuidos ao redor dos espagos-porta e pelo

parénquima hepatico.
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PRANCHA 1

Fig. 1 - Aspecto inicial da fibrose septal, onde se vé na parte central da
figuras evidéncia da lesdo parasitaria, com restos de uma formacio
granulomatosa contendo algumas células gigantes. Os septos iniciais ja
comecam a aparecer celulosos e a se irradiar a partir de pequenos espacos

porta. Infeccio de 20 dias. H&E, 10X.

Fig. 2 — Detalhe de um septo na fase inicial de sua formagao onde se notam

a rica vascularizacio e a presenca de muitas células mononucleares. H&E,

100X.

Fig. 3 — Proliferacido de células mononucleares distribuidas, sobretudo em

torno de ductos biliares. Infec¢ao de 3 meses de duracio. H&E, 200 X.

Fig. 4 — Vista panoramica da fibrose septal plenamente desenvolvida aos 50

dias de uma infeccio por Capillaria hepatica. H&E, 100X.
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PRANCHA 1
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PRANCHA 2

Figuras 1 a 4 - Aspectos da distribuicio do colageno na fibrose septal da
capilariase do rato mostrando variacdo de densidade em diferentes

periodos da evoluciao da infecgao. Coloracdo pelo método do Picrosirius -

Vermelho

Fig 1 -100X, 20 dias.
Fig 2 — 200X, 50 dias.
Fig 3 — 100X, 6 meses.

Fig 4 - 100X, 1 ano.
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PRANCHA 2
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PRANCHA 3

Figuras 1 a 4 destacam a presenca de laminina para evidenciar a
membrana basal, sobretudo dos vasos sanguineos, destacando a rica
vasculariza¢ao dos septos fibrosos que se formam durante a infec¢cio do

rato pela C. hepatica, em diferentes periodos de evoluciao da infecc¢ao.

Técnica da imunofluorescéncia indireta com anti-laminina fluoresceinada.

Fig 1 - 100X, 20 dias.
Fig 2 — 200X, 40 dias (detalhe).
Fig 3 — 200X, 50 dias.

Fig 4 — 200X, 4 meses.

44



PRANCHA 3
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PRANCHA 4

Figuras destacam as alteracdes iniciais do processo de fibrose septal
hepatica na capilariase do rato através da evidenciagio imuno-
histoquimica da o-actina.

Fig 1 — Aos 14 dias da infeccdo, quando ainda nio apareceu a fibrose
septal, a técnica para evidenciar as células actina-positivas nos espagos
porta marcam quase que exclusivamente os leiomidcitos nas paredes dos
vasos dos espacos porta. 10X.

Fig 2 — Outro aspecto do mesmo figado mostrado acima exibe uma densa
infiltracio mononuclear em um espago porta, onde apenas raras células
actina-positivas podem ser identificadas. 100X.

Fig 3 — Aos 20 dias da infec¢iio, quando a formacio dos septos fibrosos se
torna nitida, a infiltracdo celular do espaco porta e septos poem em
destaque a intensa proliferagao de células actina-positivas. 100 X.

Fig 4 — Aos 20 dias da infec¢io aparecem células actina-positivas
distribuidas em fileira no interior do parénquima hepatico, sem evidéncias
de colageniza¢do, confirmado dados que mostram a angiogénese

precedendo a fibrogénese na capilariase do rato. 200X.
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PRANCHA 4
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PRANCHA 5

Figuras destacam as alteracdes tardias do processo de fibrose septal
hepatica na capilariase do rato através da evidenciacdo imuno-
histoquimica da a-atina.

Fig. 1 — Septo ainda bem ativo, com células actina-positivas nao totalmente
polarizadas observado aos 4 meses da infec¢ao. 200X.

Fig 2 — Septos finos, mas ainda celulosos, dissecando o parénquima
hepatico aos 4 meses da infec¢ao. 100X.

Fig 3 — A técnica imuno-histoquimica ajuda a evidenciar septos um pouco
menos marcados, indicativo do processo de involu¢do visto aqui aos 6

meses da infeccao. 100X.

Fig 4 — Um septo isolado, visto numa infeccido de um ano de duracio,

mostrando persisténcia de pericitos e miofibroblastos. 200X.
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PRANCHA 5
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8.4. Avaliacdo Morfométrica da Matriz Conjuntiva

Com o objetivo de quantificarmos a porcentagem da fibrose hepatica, as amostras foram
submetidas a andlise morfométrica, demonstrando o grau fibrogénico existente em cada
periodo.

Nos periodos iniciais foi possivel observar uma discreta fibrose que se torna mais
proeminente com 20 e 50 dias de infecgfio. No entanto, a partir de 120 dias ainda é possivel
identifica-la, persistindo mesmo com um ano de infecgéo (inferior a 5%) (Grafico 1).

Na tabela 1 estd demonstrado o valor obtido de cada periodo, avaliados em uma area
seccional total de 1,04 x 107 mm?2. Foi utilizada a objetiva de 4x em 5 campos microscopicos,

os quais foram selecionados aleatoriamente.
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Grafico 1: Avaliacio Morfométrica da Matriz Conjuntiva. As barras
representam a média da fibrose existente nos diferentes periodos da infec¢do

causada pela C. hepatica, em ratos.
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Tabela 1: Avaliacio Morfométrica da
Matriz Conjuntiva

PERiODO~DE MEDIA DA FIBROSE
INFECCAO

10 DIAS 0.61 +/- 0.38
14 DIAS 11.08 +/- 8.28
20 DIAS 17.80 +/- 3.28
50 DIAS 10.45 +/- 4.57
120 DIAS 8.06 +/- 3.71
120 DIAS 6.38 +/-2.3

180 DIAS 1.68 +/- 1.03
365 DIAS 2.32 +/-0.13

52



8.5. Avalia¢ao Morfométrica das Células marcadas pela a-actina

de Musculo Liso

Para quantificarmos a presenga das células a- actina de musculo liso, as quais sdo
sugeridas no presente estudo como pericitos e/ou miofibroblastos, as amostras foram
submetidas a morfometria.

Nossos resultados demonstram a intensa participagdo dessas células a partir de 14 dias
de infecgdo, decrescendo a partir de 50 dias. Entretanto, mesmo nos periodos tardios, € possivel
identifica-las, persistindo até com um ano de infec¢do (Gratico 2).

Conforme podemos observar na tabela 2, foi analisada para cada periodo uma area
seccional total de 1,5 x 106 mm2. A objetiva de 10x foi utilizada em 5 campos microscopicos e
estes foram selecionados aleatoriamente. Todas as células marcadas foram consideradas,

incluindo as células de vaso.
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Grafico 2- Avaliacado Morfométrica das Células marcadas pela a-actina
de Miusculo Liso. As barras representam o nimero de células marcadas pela
a-actina de musculo liso existentes nos diferentes periodos da infecgdo

causada pela C. hepatica, em ratos.
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Tabela 2: Avalia¢io Morfométrica das Células marcadas pela a-actina de

Musculo Liso

PERIODO DE N’ DE CELULAS MARCADAS
INFECCAO

10 DIAS 26 +/- 24

14 DIAS 270+/- 84

20 DIAS 310+/- 122

50 DIAS 53 +/-17

120 DIAS 31 +/-18

120 DIAS 40 +/- 30

180 DIAS 10 +/-5

365 DIAS 14 +/-7
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9- DISCUSSAO

O processo angiogénico € caracterizado pela proliferacdo vascular, a partir de vasos pré-
existentes, constituindo o classico “tecido de granulacdo™ do reparo, hoje reconhecido como
uma peculiaridade de qualquer tipo de fibrose, em qualquer parte do organismo. Ja em 1972
Mcgree e Patrick afirmavam que toda fibrose é precedida pela formagdo do cléssico tecido de
granulagfo, ao contestarem a existéncia de uma fibrose pds-colapso, que se seguiria aos surtos
de necrose maciga ou sub-maciga no figado. Ao atingir a cicatrizag@o e principalmente durante
o processo de regressdo da fibrose, o excesso de vasos € reabsorvido paulatinamente, deixando
um novo tecido mais firme, esbranquigado e corado (cicatriz) ou podendo mesmo ser totalmente
absorvido. Este tipo de evolugdo foi agora acompanhada no presente trabalho, ao longo do
tempo de evolugdo da fibrose septal hepatica induzida pela infecg¢do do rato com a C. hepatica,
através da demonstracdo do comportamento das células actina-positivas: pericitos e
miofibroblastos.

Atualmente, estudos na literatura demonstram a importancia da angiogénese relacionada a
fibrose em outras doengas hepaticas, como o céncer e a hepatite (Carmeliet & Jain, 2002). Neste
sentido, um estudo dindmico da angiogénese é de fundamental importancia para a compreenséo
e possivel controle do processo fibrotico. A intensa proliferagdo de vasos e a participagdo das
células actina-positivas demonstrada logo no inicio do processo fibrético pode corroborar com a
formagdo de um arcabougo para posterior deposito de material conjuntivo, como sugerido por
Rapapport e cols. (1983).

Utilizando-se paralelamente a coloragdo pelo picrosirius-vermelho para colageno foi

possivel correlacionar a presenca da angiogénese com a fibrogénese nos diversos periodos
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estudados. Nossos resultados demonstram a elevada intensidade do processo angiogénico nos
espagos periportais no inicio da formagfo dos septos fibrosos. Esses dados corroboram os
achados de Souza e cols., (2006) que descreveram nas fases iniciais da fibrogénese hepatica da
capilariase do rato a intensa proliferagdo de células mesenquimais e vasos, que s¢ enfileiravam
formando os septos, precedendo o aparecimento das primeiras fibras colagenas. Nossos dados
demonstram ainda que a fibrose septal estd mais avangada a partir do 20° dia pos-infecgdo.
Além disso, foi possivel observar no mesmo periodo lesdes focais parenquimatosas, diretamente
relacionadas com vermes, larvas e ovos, acompanhadas por uma intensa reacdo inflamatoria
bem como a presenc¢a de vasos e fibras colagenas.

A analise morfométrica da matriz conjuntiva permitiu verificar o grau fibrogénico de
cada periodo. Observamos que no inicio da infecgdo a fibrose apresentou-se discreta,
aumentando apds 20 e 50 dias pds-infecgdo. Mesmo com 12 meses de infecgéio foi possivel
verificar a persisténcia de variavel quantidade de septos fibrosos, sempre bem menos que nos
periodos mais recentes.

Diversos trabalhos tém sido realizados objetivando identificar a origem celular do
aumento da sintese da matriz extracelular na fibrose hepatica. Neste contexto, as células
estrelares hepdticas ganham maior destaque, ji que no inicio de 1970 essas células foram
descritas como maiores auxiliadoras para o depdsito da matriz na fibrogénese hepatica. Além
disso, estudos enfatizavam que a ativagdo dessas células era de fundamental importéncia para
promover a fibrose. Grinko e cols., (1995), demonstraram que em condigdes patologicas de
estresse ¢ lesfo tecidual, as células estrelares hepaticas eram ativadas e assumiriam o fendtipo
de miofibroblastos. Ramadori (1991) descreveu a capacidade dessas células em proliferar e
migrar, explicando a sua atuagdo na resposta fibrogénica tanto na regidio centro-lobular, septal

quanto portal. Entretanto, Fonseca ¢ cols., (2005), investigando a participa¢@o dessas células na
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fibrogénese portal hepatica na capilariase demonstraram que sua presen¢a ndo ocorreu de forma
relevante durante o desenvolvimento do processo, reforcando a idéia de que ha participacdo de
outros elementos celulares na fibrose hepatica.

Nossos resultados mostram a intensa marcagdo das células positivas para alfa-actina de
musculo liso acumulados principalmente na regido dos espagos-porta logo nos periodos iniciais
da infec¢do. Possivelmente, essas células sdo os miofibroblastos e/ ou pericitos, ja descritos por
outros autores como células imuno-reativas para alfa-actina de musculo liso e que séo
responsaveis pelo excesso de depdsito de matriz extracelular no processo fibrotico. A produgéo
dessas células ocorre apos uma lesdo, ndo estando presentes no figado normal e, no entanto, sua
origem continua obscura.

A presenga de células actina positivas também foi observada em torno da veia centro-
lobular, conectando vérios septos entre si por todo o parénquima hepatico. A intensidade da
participagdo dessas células ¢ diminuida a partir de 50 dias pds-infecgdo. Essas células também
estdo presentes nas lesdes focais causadas pelos ovos do parasito.

Neste estudo quantificamos também as células o- actina de musculo liso, onde foi
possivel observar de forma detalhada a presenga dessas células em cada periodo. Nossos
resultados demonstram a intensa participa¢do dessas células no desenvolvimento do processo
fibroso. A regressdo das mesmas é acompanhada com a diminuig¢do da fibrose, a partir de 50
dias pés-infec¢do, sugerindo a intensa participagdo dessas células neste processo.

Atualmente, outras células tém sido incluidas no processo fibroso com capacidade de se
diferenciarem em miofibroblastos e sendo capazes de sintetizar proteinas do tecido conjuntivo
(Staton, 2004). Dentre elas podemos citar: os fibroblastos do trato portal (residentes do tecido

conjuntivo que rodeia os vasos € ductos biliares); células do musculo liso da parede dos vasos
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(fibroblastos da segunda camada da veia centro-lobular); as células endoteliais e as células
perivasculares chamadas de pericitos. Atualmente, essas células t€ém despertado um enorme
interesse nos pesquisadores por atuarem como células-tronco, possuindo a habilidade de se
diferenciarem em fenotipos varidveis de acordo com as circunstincias (Ramadori, 2004). De
acordo com Guyot e cols., (2006), a distribui¢dio variavel da fibrose procede justamente da
hipétese de que diferentes células com potencial fibrogénico podem estar envolvidas no
processo ou que diferentes tipos celulares podem predominar em diferentes modelos.

Em nosso estudo investigamos também a presenca de antigenos de C. hepatica nos
periodos propostos, os quais foram observados logo no inicio da infec¢do, regredindo ao longo
do tempo. A presen¢a destes antigenos sugere a manutengdo dos septos fibrosos, uma vez que
0s mesmos estdo presentes apos os 4 meses de infec¢fo, porém em menor intensidade. Um
achado importante neste ensaio é a presenga de ovos contendo material antigénico no seu
interior muito tempo depois da morte dos vermes. Todavia para saber da viabilidade dos
mesmos seriam necessarios testes de embrionamento nos periodos tardios da infecgdo. Testes
preliminares feitos em nosso Laboratorio demonstraram que apds 6 meses de infec¢fio néo foi
possivel verificar a presenca de ovos maduros apos os testes.

Nossos resultados analisados em conjunto sugerem a importancia das células positivas
para alfa-actina de musculo liso no processo fibroso e que a angiogénese apresentou-se como
importante fator no desenvolvimento da fibrose. Estes achados foram observados logo no inicio
da infecgéo.

Além disso, nossos dados evidenciaram a participagdo dos componentes celulares basicos
e que estes se apresentam pfoeminentes no inicio da fibrose e ainda, foi possivel observar que a

regressdo dos mesmos ¢ concomitante a diminuigéo do processo fibroso.
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10- CONCLUSOES

1- A angiogénese foi observada durante o processo fibroso e que sua dindmica nas varias
fases consideradas mostrou-se intimamente relacionada com a formagfo, progressdo e

regressdo da fibrose septal hepética;
2- As células actina-positivas participam ativamente do processo fibroso, sendo que tal

participa¢do, muito marcada de inicio, tornou-se gradualmente reduzida com o passar do

tempo;
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