Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical 40(3):321-325, mai-jun, 2007
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Participacdo das plaquetas no processo de fibrose dos
pacientes com esquistossomose mansonica

Participation of platelets in the process of fibrosis
in patients with mansonic schistosomiasis

Sheila Soares® *°, Virmondes Rodrigues Junior?, David Teixeira Nascimento Silva3
e Helio Moraes-Souza*

RESUMO

0 objetivo deste estudo foi avaliar a ativagdo plaquetdria através da P-selectina e o contetido de PDGF-AB e TGFB1, nos pacientes com
esquistossomose quie desenvolveram fibrose (F3), naqueles que ndo tiveram esta manifestagdo (FO) e nos controles (C). Os resultados mostraram
que a percentagem de P-selectina nas plaquetas sem estimulo de agonistas foi de 10,6% nos F3; 11,1% nos FO, e 6,3% nos C e apos a adigdo
de ADP/adrenalina, foi de 44%; 25,3% e 42%, respectivamente. A dosagem do PDGF-AB e TGFbI por plaquetas foi de 11,016ng/dL (F3); 3,172
ng/dL (FO) e 5,01ng/dL (C) e, (0,012ng/dL (F3); 5,27ng/dL (F0) e 4,66ng/dL (C), respectivamente. Em relagdo a P-selectina, concluimos que
as plaquetas dos pacientes com esquistossomoses, apesar de estarem pré ativadas, mantiveram-se responsivas aos agonistas. O TFGBI ndo
apresentou diferenca entre os trés grupos, enquanto o PDGF-AB foi significantemente maior no grupo F3, sugerindo a participagdo deste no
desenvolvimento da fibrose.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate platelet activation through P-selectin, and PDGF-AB and TGFB1 content, in schistosomiasis patients who
developed fibrosis (F3) and who did not present this (F0), and in a control group (C). The results showed that the percentage of P-selectin in platelets
without agonist stimulation was 10.6% in F3, 11.1% in FO and 6.3% in C. Afier the addition of ADP/adrenaline, the percentages were 44%, 25.3%
and 42%, respectively. The PDGF-AB and TGFBI contents per platelet were 11,016ng/dl (F3), 3,172ng/dl (FO) and 5.01ng/dl (C) and 0,012ng/dl
(F3), 5.27ng/dl (FO) and 4.66ng/dl (C), respectively. Concerning the P-selectin, we can conclude that platelets from patients with schistosomiasis
continued to be responsive to agonists, despite being pre-activated. There were no differences in TGFP1 between the groups, but the PDGF-AB
content was significantly higher in F3. This suggests that PDGF-AB may have some participation in the development of fibrosis.
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A esquistossomose representa um dos grandes problemas de
Satide Publica acometendo, segundo a Organizacio Mundial de
Saide (OMS), 200 milhdes de individuos em todo o mundo, sendo
que aproximadamente 600 milhdes vivem em 4reas de risco, em 74
paises do Globo. Dos 200 milhdes de esquistossomdéticos, 28,5% dos
quais infectados pelo Schistosoma mansoni, 60 milhdes apresentam
manifestagdes anatémicas e seis a 12 milhdes tém manifestaces
clinicas da doenca’*. No Brasil, estima-se que cerca de seis milhdes
de individuos estejam infectados pelo Schistosoma mansoni®.

No determinismo das lesdes e das formas clinicas da
esquistossomose mansonica, parecem influenciar fatores ligados
a0 parasita e a0 hospedeiro. Quanto ao primeiro, sdo importantes
a cepa, a fase evolutiva antes e apds a postura de ovos, a intensidade
e o nimero de infesta¢des. Do lado do hospedeiro, participam os
6rgaos predominantemente lesados, padrdo alimentar, nutricio,
alcoolismo, cor, reativagio da doenca, tratamento especifico,
constituicao genética, infecgdes associadas (virus da hepatite B
e C e enterobactérias) e o perfil imunitirio's*'.
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A doenca apresenta-se em vdrias formas clinicas, com 5%
a 7% dos individuos desenvolvendo lesdes graves, sendo que
a hepatopatia representa um dos aspectos mais importantes da
infeccdo pelo Schistossoma mansoni no homem’.

A fibrose esquistossomética é resultado da reacdo
granulomatosa que se desenvolve em resposta a antigenos
liberados pelos ovos do Schistosoma mansoni detidos, nos
pequenos ramos venosos portais’.

A participagio das plaquetas no processo de fibrose hepitica
pode ser evidenciada inicialmente pela sua capacidade de estarem
presentes no espaco de Disse. Este fato tem sido demonstrado em
administragio experimental de grandes doses de endotoxina, a qual
promove trombocitopenia e presenca de agregados plaquetirios
no espago sinusoidal e conseqiientemente necrose, sendo que a
remocao das plaquetas protege contra a necrose hepdtica focal''.

A interagdo das plaquetas com as células estelares em dreas
necroticas tem sido evidenciada pelo achado de niimero aumentado de
plaquetas, juntamente com leucécitos e macréfagos nestes locais®.

A participacdo das plaquetas na fibrose hepatica possivelmente
se da através da P-selectina, Platelet-Derived Growth Factor
(PDGF) AA, BB e AB e Beta Transforming Growth Factor (TGF[3),
existentes nos granulos alfa e que sio liberados quando estas
sdo ativadas.

A P-selectina media a interagfo das plaquetas ativadas com
neutréfilos, mondcitos e alguns subtipos de células T, o que pode
ser importante na inflamacio e na trombose®.

0 PDGF-AB pode, potencialmente, interagir com as células
estelares. Pinzani e cols'’, avaliando o efeito mitogénico das trés
formas de PDGF (AA, AB e BB) nas células hepdticas de ratos,
encontraram que o PDGF-BB e o PDGF-AB induzem intenso
aumento na sintese de DNA e nas vias de transducio precoce de
sinais relacionados ao potencial mitogénico.

Em relagio ao TGFf, virias evidéncias sugerem que ele
contribui para a doenca hepdtica produzida pelo Schistosoma
mansoni, particularmente para o actimulo das proteinas da
matriz extracelular. Kaviratne e cols®, estudando a regulagio das
citocinas induzidas pelo granuloma de Schistosoma mansoni e
o processo de fibrose, documentaram a participagio do TGF(3
no desenvolvimento do granuloma e também da fibrose hepitica,
em resposta 2 infeccio pelo Schistosoma mansoni. Embora as
manifestacoes fibroticas parecam depender dos niveis de TGF[3,
a fibrose se desenvolve na auséncia dessa citocina.

Em decorréncia das lacunas de conhecimento do processo de
fibrose nos pacientes com esquistossomose e do conhecimento
da participacio das plaquetas na fibrose, o presente estudo foi
desenvolvido com o objetivo de pesquisar eventuais diferencas
quantitativas de PDGF, TFGf} e P-selectina nas plaquetas de
pacientes com esquistossomose mansonica que desenvolveram
fibrose, quando comparados com esquistossomoticos sem fibrose
e com controles normais.

MATERIAL E METODOS

0 trabalho foi realizado na Disciplina de Hematologia e
Hemoterapia, Hemocentro Regional de Uberaba e no Laboratério
de Imunologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro
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(UFTM). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Fundagio Hemominas, protocolado sob o nimero 061.

Os pacientes portadores de esquistossomose mansonica
eram procedentes do Brejo do Espirito Santo, drea rural do
Municipio de Santa Maria da Vitéria, sudoeste da Bahia, 2 580km
de Brasilia.

Foram denominados de FO aqueles pacientes que ndo
apresentavam dados sugestivos de fibrose, tanto a avaliagdo
clinica quanto ultra-sonogrifica, realizadas entre 1976 e 2004,
de acordo com padrdes estabelecidos pela Organizagao Mundial
da Satde'. O grupo com fibrose intensa foi denominado de F3,
sendo constituido por pacientes com clinica sugestiva de fibrose
hepitica, confirmada por exame ultra-sonogrifico, segundo os
mesmos padrdes acima. Para grupo controle (individuos nio
infectados com Schistosoma mansoni), convidamos doadores
de sangue, voluntdrios e fidelizados do Hemocentro Regional de
Uberaba, zona nio endémica para esquistossomose mansonica.

Em todos os pacientes foi feita anamnese para verifica¢io de
doenca hemorrigica, uso de bebida alcodlica nos tltimos 10 dias,
assim como uso de antiinflamatérios. Todos, apds consentimento
informado e assinado, foram submetidos a seguinte avaliacio
laboratorial:

Ativacio plaquetdria. Foi realizada a avaliagio da ativacio
plaquetdria através de determinacio da expressdo de P-selectina na
superficie das plaquetas, por citrometria de fluxo, utilizando-se o
anticorpo monoclonal anti-CD62-P (Immunotech A Beckman Coulter
Company). Esta avaliacio foi feita nas plaquetas sem ativaco, apds
ativagio com adrenalina (Aristol 1mg/mL, dilui¢éo de 1:10), ADP
(Diadin — Diamed Ag, concentracio 110uM) e adrenalina (ADR)
em conjunto com ADP, nas mesmas concentracdes. A leitura era
feita no aparelho FACScalibur Becton Dickison, através do Software
CellQuest, contando 20.000 eventos por amostra .

Liberacdo do contetido dos granulos o plaquetario:
PDFG-AB e TGF[31. Para avaliar o contetido plaquetirio do PDGF-
AB e TGFf31, 400pL de plasma rico em plaquetas era estimulado,
separadamente, com ADR e ADP, nas concentracdes finais de 2pM
e 2,5pM, respectivamente. Para verificar se as plaquetas foram
estimuladas, uma curva de agregacio era registrada no agregdbmetro
(Aggrometer Chrono-Log, modelo 500VS, Havertown, USA),
durante 5 minutos e realizada a inspegdo visual para a detec¢do da
presenca de agregado plaquetdrio. Posteriormente, era separado
o sobrenadante e nova contagem das plaquetas era realizada neste
material. A diferenca entre a contagem de plaquetas do plasma
rico em plaquetas(PRP) inicial e do sobrenadante correspondia
a0 niimero de plaquetas que foram ativadas e conseqiientemente
liberaram o contetido de seus ganulos o.

Dosagem do PDGF-AB e TGF [31. As dosagens de PDGF-AB
e TGFB 1 foram realizadas segundo as orientagdes do fabricante do
kit ELISA Quantikine PDGF-AB Humano (R&D Systems) e ELISA
Quantikine TGFB1 (R&D Systems).

Analise estatistica. Os dados foram analisados com o
auxilio do programa Staview- version 4,57. Nas varidveis com
distribui¢io n2o normal, os valores foram expressos em mediana
e empregados os testes de Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e
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Wilcoxon, considerando como estatisticamente significantes,
valores menores que 0,05.

RESULTADOS

Foram estudados 37 pacientes, 19 classificados como FO
(auséncia de fibrose) e 18 como F3 (presenca de fibrose). No
grupo controle (C) foram estudados 12 doadores de sangue. Os
grupos foram pareados por género e idade.

Em relacdo 2 avaliaclo clinica e ultra-sonogrifica do figado
e baco, observamos que no grupo FO nenhum paciente tinha
esplenomegalia em trés, o figado era palpdvel. Porém, nenhum
dos pacientes apresentou qualquer evidéncia de fibrose hepatica
a ultra-sonografia. No grupo F3, oito eram esplenectomizados,
quatro tinham esplenomegalia e em seis o0 bago no era palpavel.
Quanto ao figado, sete pacientes tinham o figado palpivel e 11
ndo tinham esta visceromegalia 20 exame clinico. Contudo, todos
tinham evidéncias ultra-sonograficas de fibrose grave.

0 nivel de ativacio plaquetdria, dos trés grupos estudados,
determinado através da percentagem de P-selectina liberada frente
ao0s agonistas ADP, ADR, e ADP/ADR e representado através da
mediana, pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Mediana da percentagem de P-selectina nas plaquetas sem
adi¢do de agonist tivadas com adrenalina, ADP e com o par de
agonistas ADR/ADP, nos trés grupos estudados.

Agonistas FO (n: 19)% F3 (n: 18)% Controle (n: 11)% P
Ausente 11,7 11,0 6,3 0,025
ADP 27,1 32,8 33,2 0,49
ADR 12,0 13,7 7,6 0,0064
ADP/ADR 253 44,0 42,0 0,25

FO: grupo sem fibrose; F3: grupo com fibrose; ADP: adenosina difosfato; ADR: adrenalina

As Figuras 1, 2, 3, e 4 exemplificam o comportamento da
P-selectina plaquetdria frente aos diferentes agonistas.

As plaquetas ndo ativadas por agonistas e ativadas com
adrenalina mostraram percentagem de P-selectina significativamente
maior no grupo FO e F3 em relacio ao controle (p=0,025 e 0,0064,
respectivamente). Ndo foi observada diferenca entre os dois
grupos de esquistossométicos. Jd as plaquetas ativadas com ADP
e com o par de agonistas ADR/ADP apresentaram a percentagem
de P-selectina maior no grupo F3, em relagio ao FO. Entretanto,
a diferenga néo foi estatisticamente significante (p= 0,49 e 0,25,
respectivamente), conforme mostra a Tabela 1.

Para verificar se existia interferéncia do bago no grau de
ativacdo das plaquetas, separamos os grupos em pacientes
esplenectomizados, com bago néo palpavel e com esplenomegalia,
néo sendo observado diferenga estatisticamente significante entre
0s trés grupos.

Quanto ao PDGF-AB, as medianas dos resultados das dosagens
no sobrenadante do plasma (PDGF total e PDGF por plaqueta),
estdo representadas na Tabela 2.

Os valores das medianas do PDGF total dos trés grupos ndo
evidenciaram diferencas estatisticamente significante. Porém,
quando o cdlculo foi feito por plaqueta, observamos maior
liberagdo desse fator de crescimento no grupo F3, sendo esta
diferenca estatisticamente significante (p=0,0218).

Com relagdo a0 TGFP 1, dosado em valores totais e por plaqueta,
os valores das medianas estdo apresentados na Tabela 3.

Observamos que a mediana da dosagem do TGFB1 no
sobrenadante plaquetrio, foi significativamente menor no grupo
F3, (p: 0,0257). Porém, quando calculado por plaqueta, nio
observamos diferenca significante neste grupo (p= 0,1874).
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Figura 1 - Marcagdo de P-selectina sem adicio
de agonistas.

Figura 2 - Marcacdo de P-selectina apos
ativacdo com ADR.
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Figura 3 - Marcacdo de P-selectina apos
ativacdo com ADP.

Figura 4 - Marcagio de P-selectina apos
ativacdo com ADP/ADR.
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Tabela 2 - Mediana da dosagem do PDGF-AB total e por plaqueta, em
ng/dL, nos trés grupos estudados.

FO (n: 19) F3 (n: 18) C(n:12) p
PDGF total (ng/dL) 930,0 1592,5 1052,5 0,1611
PDGE/plaqueta (ng/dL) 3,172 11,016 3,959 0,0218

PDGF: Platelet-Derived Growth Factor

Tabela 3 - Mediana da dosagem de TGF 31 total e por plaqueta, em ng/dL
nos trés grupos estudados.

FO (n: 19) F3 (n: 18) C (n:12) p
TGFP1 total (ng/dL) 1596 2,84 7035 0,0257
TGFP1/plaqueta ( ng/dL) 5,27 0,012 27,745  0,1874

FO: grupo sem fibrose; F3: grupo com fibrose; C: grupo controle; TGFB1: Beta
Transforming Growth Factor

DISCUSSAO

No presente estudo, observamos que nas plaquetas nio
estimuladas com os agonistas, a percentagem da P-selectina
foi maior nos grupos FO e F3, aumento este estatisticamente
significante. Tais achados demonstraram a existéncia de um
estado de pré-ativacdo plaquetdria nos pacientes portadores
de esquistossomose mansonica, independente do grau de lesdo
hepdtica. Quando estimuladas com adrenalina, houve também
maior expressio desta selectina nos grupos com esquistossomose
em relacdo ao controle, mostrando diferentes respostas a este
agonista nos dois grupos de pacientes. Ao serem estimuladas com
ADP ou com ADP/ADR nZo houve diferenga na expressdo da P-
selectina, 0 que nos permite aferir que estes agonistas promovem
resposta similar e que, apesar da pré ativacio inicial, néo hd lesao
funcional intensa que as impecam de responder a tais estimulos.
0s nossos achados estao de acordo com os de Ogasawara e cols'
e Panasiuk e cols™.

Adicionalmente, o aumento da percentagem de P-selectina,
independente da presenca da fibrose (FO ou F3), dificulta o
entendimento da fisiopatogenia da ativagio plaquetdria observada
nos dois grupos. Analisando o incremento de ativaco plaquetdria
entre os trés grupos, observamos que, com adrenalina, houve um
aumento de 7,8%; 29,8% e 21,3% nos grupos F0, F3 e controle,
respectivamente e com o ADP de 144,7%, 209,9% e 407%. Com
o par de agonistas, ADP/ADR, observamos aumento de 128,7%,
315,2% e 566,8% nos grupos FO, F3 e controle, respectivamente.
Como em nosso experimento a quantidade do agonista era
a mesma para todos os grupos, a reatividade das plaquetas
estaria relacionada a producio de agonista pelas plaquetas, aos
receptores dos agonistas e 20s mecanismos de transdugio. Para
compreendermos melhor este achado, seria necessario estudos
adicionais avaliando tais eventos.

Em relaciio a fun¢lo biolégica da P-selectina, é evidente a
sua acio reguladora na fase inicial do processo inflamatério’.
No desenvolvimento da fibrose na esquistossomose em modelo
animal, foi sugerida a necessidade de interacio entre a P-selectina
e o Ligante 1 da glicoproteina P-selectina (PSGL1), para diminuir
aproducio de citocinas inflamatdrias TH2 e, conseqiientemente,

324

diminuir o processo de fibrose, tendo sido demonstrado aumento
do tamanho do granuloma e da fibrose hepitica na auséncia
desta selectina®. Estes dados contrapdem os nossos achados,
que sugerem exatamente o contririo, isto €, o grupo que ndo
desenvolveu fibrose (FO) apresentou menor expressio de P-
selectina apds estimulo com os agonistas ADP/ADR.

Diante dos estudos que demonstram fungéo profibrética das
plaquetas mediadas pela PDGF-AB e TGF{31, na reparaciio tecidual
de feridas e doencas vasculares oclusivas cronicas e agudas,
mielofibrose e glomerulonefrite*® 116192 e da inexisténcia de
referéncias desta atuagio plaquetdria na fibrose, procedemos a
avaliacdo do contetido plaquetdrio destes fatores de crescimento,
natentativa de identificar aqueles que pudessem estar contribuindo
com o desenvolvimento da fibrose esquistossomotica. O achado de
valores significativamente aumentados de PDGF-AB por plaquetas,
nos pacientes com fibrose, sugere que estas por terem uma maior
quantidade daquele fator de crescimento nos pacientes que
desenvolveram fibrose, poderiam estar estimulando, de forma
mais intensa, a proliferacio das células hepaticas responséveis
pela fibrogénese.

0Os nossos resultados apontam para a existéncia de uma
maior quantidade intra-plaquetdria de PDGF-AB, o que poderia
estar contribuindo para o processo de fibrose em pacientes com
esquistossomose. Porém, estudos adicionais relacionando o
grau de fibrose, a dosagem dos outros tipos de PDGF existentes
nas plaquetas e a atuagio desses fatores na proliferacio das
células de Ito, seriam necessarios para a confirmacao definitiva
da importancia do PDGF-AB na fibrogénese hepatica, bem como
das plaquetas como um todo, em doentes com esquistossomose
mansonica.
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