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El factor de crecimiento del endotelio vascular hepatico
en la infeccion murina por Schistosoma mansoni

Emilia Elena Barrios, Victor Delgado, Wolfan Araque, Juan F Quintana, Olga Ojeda, Jennifer Ayala.

RESUMEN

Los antigenos secretados por los huevos de S. mansoni inducen la
proliferaciéon de células endoteliales in vivo, asi como la produccion
del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), sugiriendo
que la patogénesis en la esquistosomiasis se relaciona con eventos
angiogénicos. Se evalud la expresion del VEGF, como una medida
de angiogénesis estimulada por los huevos y los gusanos de S.
mansoni, en la infeccion Bisexual (BIS) y los gusanos adulto
(infeccion UNI) en el higado de ratones Balb/c, antes y después del
tratamiento con PZQ. Los resultados indican que tanto la infeccion
UNI como BIS son capaces de estimular la produccion de VEGF en
tejido hepatico, lo que explica la vascularizacén anémala durante
este cuadro infeccioso. Este proceso se acompafia con la presencia
de un elevado numero de infiltrados leucocitarios en los sitios donde
se observa lesion tisular; la produccion de VEFG remite tras 48 de
tratamiento con PZQ. Estos resultados indican que la produccion
andmala de VEGF junto con la intensa respuesta pro-inflamatoria
asociada no solo a la actividad de VEGF sino también a los infiltrados
leucocitarios observados en el tejido hepatico, causada tanto por
los huevos secretados como por las formas adultas de S. mansoni
son los mecanismos que subyacen a las lesiones granulomatosas
observadas durante el curso de la esquistosomiasis, pudiendo al
menos revertirse el incremento en la vascularizaciéon mediante el
uso de PZQ.

Palabras clave: S. mansoni, infeccion experimental, VEGF,
inflamacion crénica.
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The endothelial growth factor vascular infection in murine liver
by Schistosoma mansoni.

The antigens secreted by eggs of S. mansoni induce the
proliferation of endothelial cells in vivo, as well as the production
of Factor Vascular Endothelial Growth factor (VEGF), suggesting
that the pathogenesis of schistosomiasis relations with angiogenic
events. We evaluated the expression of VEGF, as a measure of
angiogenesis stimulated by the eggs and worms S. mansoni in
infection bisexual (BIS) and adult worms ( UNI infection ) in the
liver of BALB / ¢ mice before and after treatment with PZQ. These
results indicate that abnormal production of VEGF with intense
pro-inflammatory response not only associated with the activity
of VEGF but also leukocyte infiltrates observed in the liver tissue
caused by both secreted and eggs by adult forms S. mansoni are
the mechanisms underlying granulomatous lesions observed during
the course of schistosomiasis , and can be reversed at least the
increased vascularization by using PZQ .

Key words: S. mansoni, experimental infection, VEGF, inflammation
chronic.

INTRODUCCION

La angiogénesis es el proceso de formacion de
nuevos capilares a partir de vasos pre-existentes
mediante activacion de las células endoteliales,
degradacion de la membrana basal proximal y matriz
extracelular, migracion direccional y proliferacion de
las células endoteliales. En su induccion participan
la familia del factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF), el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), el factor de crecimiento epidermal (EGF), el
factor de necrosis tumoral (TNF-a) y ciertas familias
de quimioquinas (1).

Este proceso ocurre en condiciones fisioldgicas,
como son, ovulacidon, embarazo y cicatrizacion de
heridas (1) y en la patologia de la inflamacién
cronica y el crecimiento tumoral (2). Ademas, es un
mecanismo importante en la neovascularizacion del
sistema arterial hepatico, particularmente en lesiones
que reducen el flujo en la vena porta hepatica (3).
Algunos reportes también relacionan al VEGF con
procesos inflamatorios y cancer, especialmente
cancer de vejiga, asociado a infecciones por especies
del género Schistosoma producto de alteraciones
histolégicas y moleculares (4,5).

Salus RevistadelaFacultad de Ciencias dela Salud. Universidad de Carabobo. Diciembre 2013 Vol. 17N°3



El factor de crecimiento del endotelio vascular hepatico

En artritis reumatoidea, se demostré que Ila
inflamacion sinovial, la hiperplasia y angiogénesis en
las articulaciones puede ser regulada por el VEGF,
como lo demuestra el efecto que la administracion
de bloqueadores del receptor del VEGF, Flt-1, en la
disminucion de la sistomatologia de la enfermedad en
estos pacientes (6).

La angiogénesis en enfermedad inflamatoria cronica se
ha estudiado extensamente, no obstante, aun cuando
los granulomas periovulares son similares a una
herida, en los que se produce tejido granuloso menos
vascularizado a medida que la cicatriz se torna mas
compacta y cronica (7) y la respuesta granulomatosa
hepatica implica inflamacién y dafio a tejido con
mecanismos de sefalizacion inflamatorios comunes
a otras patologias, son pocos los estudios orientados
a evaluar la contribucién de la angiogénesis en la
patogénesis de la esquistosomiasis. Ensayos in vitro
demostraron que los antigenos solubles del huevo
inducen proliferacién de las células endoteliales (8),
y que la angiogénesis contribuye en la progresion
de la fibrosis y cirrosis hepatica, caracteristica de la
esquistosomiasis (9). Como parte del proceso, los
antigenos de cercaria estimulan la produccion de
VEGF y FGF2 por los macrofagos alveolares (10).
Mientras que los productos secretados por los huevos
de S. mansoni promueven la produccion de VEGF y la
angiogénesis completa en lineas celulares de cordon
umbilical humano (11).

Los hallazgos anteriores enfatizan el papel inductor de
los productos de excrecion-secrecion de los huevos
en el proceso de angiogénesis, sustentado sobre la
base de que el granuloma constituye el elemento
patogénico mas importante de la esquistosomiasis; sin
quedar claro el papel del gusano adulto ubicado a nivel
de la circulacion intrahepatica, venas mesentéricas
y hemorroidales en el intestino, que pudiera actuar
como elemento obstructivo y estimulador del proceso
angiogeénico.

Dada la relacion entre angiogénesis y progresion de
fibrosis y cirrosis alcohdlica (9), uno de los aspectos
interesantes a evaluar en ese contexto lo constituye
sin duda, conocer una vez aplicado el tratamiento, con
drogas como el praziquantel (PZQ), que ocurre con la
activacion de etapas de la angiogénesis o el proceso
completo.

Como parte del estudio del proceso de angiogénesis
en asociacién con patologia, autores pioneros en
el area han enfocado su interés en el VEGF (12),
una proteina termoestable considerada un factor de
crecimiento que tiene efectos mitogénicos sobre las
células endoteliales, inicialmente aislado de células de
la corteza renal, epiteliales lenticulares, endoteliales
corneales, queratinocitos y fibroblastos (13).
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Es considerado como el mayor mediador de angiogénesis
patologica, su expresion y la de sus receptores Flt-1y Flk-
1/KDR, se relacionan con la formaciéon de nuevos vasos
en embriones de ratones y ratas, como lo demuestra la
interrupcion de la formacién de los islotes sanguineos en
embriones carentes de un alelo del gen para el VEGF
(12).

Por tanto, el objetivo del estudio fue evaluar la expresion
del VEGF, como una medida de angiogénesis estimulada
por los huevos y los gusanos adultos de S. mansoni en
el higado de ratones, pre y post- tratamiento con PZQ.

MATERIALES Y METODOS

Estadios del parasito. Se empled el aislado Puerto
Rico de S. mansoni, mantenido por pases sucesivos
Biomphalaria glabrata y hamsters dorados (Mesocricetus
auratus).

Infecciones experimentales y tratamiento con PZQ.
Ratones Balb/c machos de 8 semanas fueron infectados
por via percutanea e inmersion con 100 cercarias
obtenidas de infecciones clonales del molusco o infeccién
unisexual (UNI) o con cercarias de infecciones con 10
miracidios o infeccion bisexual (BIS). Adicionalmente,
se evalud un grupo de ratones controles no infectados
(RCNI). Cada grupo experimental (n=45) entre la semana
7 y 8 de infeccion y RCNI, fue tratado con PZQ (40 pg/g
de peso) por via intragastrica.

Moldes de las ramificaciones de la vena porta hepatica.
Los ratones infectados (BIS y UNI) e infectados y tratados
(UNIt y BISt, 48 h y 2 meses postratamiento), controles
sanos (RCNI) y sanos tratados (RCNIt), se anestesiaron
en camara con cloroformo, se expuso la vena porta
hepatica y se inyecto a través de ella con acetato de etilo
al 12% (v/v) en acetona pura coloreada con azul de Evans
(1% p/v). Luego de la polimerizacion del acetato de etilo,
los higados se sumergieron en agua por 48 h y luego se
digirieron con acido clorhidrico al 1% (v/v) por 48 h. Los
moldes obtenidos se lavaron con agua destilada (14) y
se fotografiaron en un fotomicroscopio Nikon, E-600 con
camara digital Coolpix 995.

Deteccion de células VEGF positivas en el higado. Las
células hepaticas positivas para VEGF fueron evaluadas
mediante inmunohistoquimica en  ratones sanos e
infectados entre la séptima y octava semana de la
infeccion y a 48 hy dos meses del tratamiento con PZQ,
por cuadruplicado. En el procedimiento se emplearon
secciones hepaticas fijadas con formalina neutra al 10%
e incluidas en parafina y la metodologia de la biotina
estreptavidina peroxidasa (15). A las secciones hepaticas
de 4 pm se incubaron con un anticuerpo policlonal IgG de
conejo anti-VEGF de raton (Santa Cruz Biotechnology, CAL,
USA), diluido 1:25 e incubado por 90 min. Como anticuerpo
secundario se empled una anti-IgG de conejo conjugada
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a biotina y se incubo por 45 min en la secciones, seguido
de la adicion de estreptavidina peroxidasa (kit Immunocruz
Biotechnology, CAL, USA) por 20 min. A las laminas lavadas
en PBS se adiciond 3-amino-9-etil-carbazol, se tifieron con
hematoxilina de Mayer y se hizo montaje en Cristal mountain
medium (Santa Cruz Biotechnology, CAL, USA). En el
control negativo, el anticuerpo primario se remplazé por PBS.
Las observaciones se realizaron en un microscopio Nikon
E-600 con camara digital Coolpix 995.

Analisis de los resultados. El numero de células VEGF
positivas expresadas como la media + desviacion estandar
se estimé en ambos modelos de infeccidon antes y después
del tratamiento y fue evaluada con la prueba T de Student,
empleando el paquete estadistico STATISTICA version 9.
Los valores de p <0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

RESULTADOS

La construccion de moldes de ramificaciones de la vena
porta hepatica se observd un discreto aumento en el
numero de ramificaciones de la vena porta hepatica como
consecuencia de la infeccion BIS, en ratones no-infectados,
con infeccion UNI pre y post-tratamiento o BIS post-
tratamiento (Fig. 1A-H ).

Figura 1. Moldes de ramificaciones de la vena porta hepatica en
ratones con infecciones UNI y BIS, a las 48 h y 2 meses post-
tratamiento (A-D).

Contrario a lo anterior, la inmunoreacciéon del
VEGF en células del infiltrado inflamatorio fue
intensa alrededor de la vena centrolobulillar y de
zonas aparentemente no-vascularizadas, en las
infecciones UNI y BIS.

En la infeccion UNI se observaron gran nudmero
de células VEGF positivas asociadas al infiltrado
inflamatorio hepatico, en un promedio de 42t
26 células por um?, en sitios aparentemente no
vascularizados, en grupos celulares constituidos por
incontables células (Fig. 2A) y en las venas centro
lobulillares (Fig 2B ), a las 48 h del tratamiento, la
inmunorreactividad se observo en pequefios grupos
celulares (16 £ 12) en sitios no-vascularizados que
se extienden en el tejido (Fig. 2C), algunas de ellas
cercanas a los pigmentos del gusano (Fig. 2D).

Figura 2. Inmunolocalizacién de células VEGF positivas en
secciones hepaticas de la infeccion UNI, numerosas células
inmunorreactivas en sitios aparentemente no vascularizados
(flecha, A), cercanos a la vena centro lobulillar (B). A las 48h post-
tratamiento en pequefios grupos celulares (C y D, flecha). Escasas
células inmunorreactivas a los 2 meses post-tratamiento (E y F,
cabeza de flecha). En A, B, Dy E, barra =25 ym. En C, 50 pm.
EnF, 100 pm.

Inmunolocalizacion de
secciones hepaticas de la infecciéon BIS (A, flecha) en una vena
centro-lobulillar (A, doble flecha) y en grupos (B, flecha). A las 48
h post-tratamiento en pequefios grupos celulares alrededor de las
venas centro-lobulillares (C y D, flechas). Escasa inmunorreactividad
a los 2 meses post-tratamiento (E y F, flechas). En B, Cy E, barra=
50 um. EnAy D, 25 um. EnF, 10 p

Figura 3. células VEGF positivas en
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A 2 meses de tratamiento las células positivas fueron
escasas (7t 3) en grupos celulares (Fig. 2E), mientras que
en zonas vascularizadas se agruparon células intensamente
inmunorreactivas. En la infeccion BIS, el numero de células
VEGF positivas fue 99 + 58, localizadas en sitios similares a
los descritos en la infeccion UNI, formando grupos de cientos
de células (Fig. 3A y 3B). A las 48 h post-tratamiento el
numero de células fue 32+ 17, rodeando las venas centro
lobulillales y se difunde a otros sitios del tejido (Fig. 3C y
3D). El mismo patrén se observo a 2 meses post-tratamiento
con 14 + 9 células por ym? (Fig. 3E y F)

En el tejido hepatico de los RCNI (4B), RCNIta las 48 h'y
dos meses (Fig. 4C y D, respectivamente) se encontrdé un
numero de células VEGF positivas de 13+5; 10+4 y 13 £ 5
por um?, respectivamente.

Figura 4. En las secciones hepaticas: controles negativos (A), sano
alas 48 h (B)y alos 2 meses del tratamiento con PZQ ( Cy D). En
A,ByD, barra=25um. En C, 50 ym.

Losresultados demostraronenlainfeccion UNIunincremento
de células VEGF positivas y su ubicacion corresponde a
zonas asociadas con acumulacién de productos del gusano
0 a su presencia. Una reduccién importante en las células
VEGF positivas a 48 h del tratamiento, las cuales caen a
cifras similares a los controles a 2 meses del tratamiento.
En la infeccion BIS, como era de esperarse, el nimero de
células VEGF positivas es 8 veces mayor a los controles,
en esta condicidon los huevos y gusanos en el tejido son
los responsables de tal reaccién, a 48 h del tratamiento se
observé una caida de 3,2 veces, hasta alcanzar contajes
similares a los controles no-infectados a 2 meses del
tratamiento.

DISCUSION

La metodologia de moldes de ramificaciones de la vena
porta, se empleé con éxito para estudiar el proceso
de neovascularizacién previa obstrucciéon parcial de la
circulacion de la vena porta hepatica como un medio de
inducir hipertension portal (3) y en el estudio de los vasos
sanguineos hepaticos en ratas infectadas con Fasciola

25

hepatica (14). La ausencia o el discreto aumento en
neovascularizacion en nuestros resultados se puede
explicar sobre la base a que la naturaleza e intensidad
del dafio al tejido vascular en la infeccion UNI o BIS es
menor que el ocasionado por agentes quimicos (9), asi
como el tiempo de evaluacion ( 8 semanas) de infeccidn
en este trabajo.

El alto numero de células VEGF positivas en higado de
animales infectados bisexualmente se corresponde con
los reportes de induccién de la expresion del VEGF en las
células hUVEC (células endoteliales de la vena umbilical
humana, siglas en inglés) por antigenos solubles de
huevo in vitro (11). Estos hallazgos permiten establecer
una relacion entre infeccién UNI y angiogénesis, y que
esta parece afectada por el tratamiento con PZQ, puesto
que observamos contajes menores a las 48 h y 2 meses
post-tratamiento, lo que jugaria un rol determinante en la
mejoria de los sintomas en pacientes tratados con PZQ.
La expresion de VEGF y sus receptores por las células
tumorales en cancer de mama son postuladas como
un novel mecanismo de inhibicion de apoptosis, que
favorece la migracién de dichas células (16) y el hallazgo
de disminucién de un factor angiogénico tan importante
como el VEGF ofrece un criterio para responder ciertas
interrogantes en relacion con la terapia con PZQ, asi
como relacionar terapia con las lesiones granulomatosas
e inmunomodulacién via posiblemente procesos de
apoptosis de linfocitos (17), puesto que se ha demostrado
que los niveles de expresion de VEGF y sus receptores
esta intimamente relacionado con la respuesta pro-
inflamatoria (6).

Lafibrosis observada entorno alaslesiones tisulares como
producto de la infeccidn parasitaria es una consecuencia
directa del ambiente proinflamatorio que se observa en
el sitio de la lesidon (predominantemente del tipo Th2. Lo
que resulta interesante es que estos resultados parecen
indicar, ademas, que el parasito hace uso de la respuesta
proinflamatoria derivada de una expresion “desregulada”
de VEGF como un mecanismo de proteccién. El ambiente
proinflamatorio establecido en el sitio de la lesion favorece
el reclutamiento y actividad de macréfagos, generando asi
una proteccion o un “aislamiento fisico” por la formacion
de lesiones granulomatosas dentro de las cuales se
encuentran los estadios adultos del parasito (6).

Este es el primer reporte que relaciona al factor
angiogénico VEGF con el gusano adulto de S. mansoni
y los cambios a causa del tratamiento con PZQ. Ademas
resulta interesante el incremento de células VEGF
positivas en la infecciéon UNI, porque sugiere que la
activacion de la angiogénesis es posible en etapas
previas a la fibrosis y/o cirrosis hepatica, donde el
principal elemento inductor es el gusano. En contraste,
con el papel atribuido exclusivamente a los productos
de excrecion-secrecion de los huevo en el proceso
angiogénico en la esquistosomiasis (7).
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La importancia de estos hallazgos es evidente en virtud
que se conoce que el VEGF, controla la movilizaciéon e
incorporacion de la células endoteliales progenitoras durante
el proceso de formacion de nuevos vasos (18).

Adicionalmente, estos resultados soportan la hipotesis
propuesta por otros autores de que el VEGF representa un
potencial marcador del éxito del tratamiento con PZQ, basado
en que los niveles séricos de este factor se encuentran
aumentados en pacientes con formas hepatoesplénicas
e intestinales de la infeccion por S. mansoni (19) y en
intestino, higado y bazo de ratones infectados asociado al
microambiente de hipoxia (20).

En conclusién, los resultados permiten confirmar que
la infeccion UNI y BIS el VEGF se produce en células
hepaticas y células inflamatorias en respuesta a la
estimulacion simultanea de los estadios huevo y gusano,
corroborando la relacion entre la infeccién por S. mansoni
y angiogénesis y demostrando la participacion del gusano
adulto en la patogénesis de la esquistosomiasis y el efecto
del tratamiento con PZQ sobre la produccion del VEGF,
en forma temprana. Estos hallazgos son perfectamente
congruentes con evidencias actuales que suponen una
participacion de los procesos de angiogénesis en la
formacion del granuloma y en la regeneracion hepatica (21).
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