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RESUMO 

 

 

O extrato de vermes adultos de Ascaris suum (Asc) possui efeito anti-inflamatório e 

imunossupressivo, entretanto durante a hepatite autoimune experimental foi capaz de induzir a 

produção colágeno. A N-acetil-L-cisteína (NAC), que apresenta propriedades antioxidantes e 

antifibróticas, pode melhorar a ação do Asc em modelos de desordens inflamatórias, reduzindo 

a síntese de colágeno. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do Asc e de sua 

associação com a NAC como estratégia de tratamento para hepatite autoimune, que apresenta 

a cirrose como principal complicação decorrente de falha na terapia convencional. A hepatite 

autoimune experimental foi induzida pela administração intravenosa da lectina concanavalina 

A em animais BALB/c (HAE). Após indução, um grupo foi tratado com Asc (HAE+Asc) e 

outro grupo com Asc e NAC (HAE+Asc+NAC). Como controle, um grupo foi tratado com 

salina (HAE). Foram quantificados e comparados entre os grupos o peso hepático e sua análise 

anatomohistopatológica, os níveis das transaminases e imunoglobulinas totais, a produção de 

óxido nítrico (NO) e das citocinas interleucina (IL)-5, IL-10, IL-13 e do fator de transformação 

do crescimento beta (TGF-β). Nos grupos tratados, o Asc ocasionou a redução dos níveis das 

transaminases, imunoglobulinas totais e do infiltrado inflamatório, bem como o aumento da 

produção de TGF-β quando comparados com o grupo HAE. Quando a NAC foi associada ao 

esquema terapêutico, a produção de colágeno foi controlada e acompanhada por níveis 

reduzidos de NO e IL-13. No grupo HAE+Asc+NAC também foi observada redução do peso 

hepático e níveis elevados de IL-5 e IL-10. Dessa forma, a estratégia de tratamento para HAE 

foi melhorada quando a NAC foi associada ao Asc no esquema terapêutico. 

 

Palavras-chave: Ascaris suum. Acetilcisteína. Hepatite autoimune. Imunomodulação. Fibrose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

 

The adult worm extract of Ascaris suum (Asc) has potent anti-inflammatory and 

immunosuppressive effect, however during experimental autoimmune hepatitis was capable of 

inducing collagen production. The N-acetyl-L-cysteine (NAC), which has antioxidants and 

antifibrotic properties, may enhance the action of Asc in models of inflammatory disorders, 

reducing collagen synthesis. Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects of Asc 

and its association with the NAC as a treatment strategy for autoimmune hepatitis, which 

exhibit the cirrhosis as main complication arising from failure to conventional therapy. 

Experimental autoimmune hepatitis was induced by intravenous administration of concanavalin 

A lectin in Balb/c animals (EAH). After induction, one group was treated with Asc (HAE+Asc) 

and another group with Asc and NAC (HAE+Asc+NAC). As a control, one group was treated 

with saline (HAE). Were quantified and compared between groups liver weight, 

aminotransferase levels and total immunoglobulins and anatomopathological analysis, nitric 

oxide (NO) production and cytokine interleukin(IL)-5, IL10, IL-13 and the transforming growth 

factor beta (TGF-β). In the treated groups, the ASC caused the reduction in levels of 

transaminases, total immunoglobulins and inflammatory infiltration, as well as increases TGF-

β production compared with the group EAH. When the NAC was associated with the treatment 

regimen, collagen production was controlled and accompanied by reduced levels of NO and IL-

13. In EAH+Asc+NAC group was also observed reductions in liver weight and high levels of 

IL-5 and IL-10. Thus, the treatment strategy for HAE were improved when NAC was associated 

with Asc the therapeutic regimen. 

 

Keywords: Ascaris suum. Acetylcysteine. Autoimmune hepatites. Immunomodulation. 

Fibrosis 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Estudo desenvolvido para investigação das propriedades imunomodulatórias do extrato de 

Ascaris suum e de sua associação com a N-acetil-L-cisteína em um modelo de hepatite 

autoimune experimental. 

 

O tratamento da hepatite autoimune (HAI) baseia-se na imunossupressão e pode 

culminar na remissão da doença, entretanto há relatos de falha terapêutica e toxicidade aos 

fármacos utilizados (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007). O extrato de vermes adultos de 

Ascaris suum (Asc) possui proteínas com atividade regulatória que modulam a resposta imune 

para antígenos heterólogos (FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998; SOUZA; JACYSYN; 

MACEDO, 2004). Com relação aos autoantígenos, existem poucos estudos que demonstram o 

potencial imunorregulador do Asc em modelos de hipersensibilidade autoimune 

(NASCIMENTO et al., 2014; ROCHA et al., 2008).  

Recentemente, para a hepatite autoimune experimental (HAE), o nosso grupo de 

pesquisa demonstrou que o tratamento profilático e terapêutico com o Asc atenuou o dano 

hepático, com redução do infiltrado inflamatório e indução de um perfil imunossupressor Th2 

(IL-4, IL-10 e IL-13). Contudo, no tratamento terapêutico foi observado aumento da fibrose 

(NASCIMENTO et al, 2014). A produção de IL-10 foi relacionada com a imunossupressão, 

provavelmente pela participação de linfócitos T regulatórios (Treg) e a ação hepatoprotetora 

pela produção de IL-10 e TGF-β. Ao mesmo tempo, o microambiente hepático com IL-4 e IL-

10, juntamente com os altos níveis de IL-13, pode estar envolvida com a ativação e 

diferenciação de macrófagos alternativamente ativados (M2) e células estreladas (HSC), os 

quais estão associados com a fibrogênese (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI 2012; LEE; 

FRIEDMAN, 2012). 

A agressão imune celular também favorece a geração de radicais livres e de outras 

espécies químicas reativas que contribuem com a ativação desses tipos celulares e com aumento 

da síntese de matriz extracelular (CZAJA, 2014a; LEE; FRIEDMAN, 2012). Drogas com 

propriedades antioxidantes podem atenuar os efeitos pró-fibróticos do estresse oxidativo 

(COHEN-NAFTALY; FRIEDMAN, 2011; CZAJA, 2014b). A N-acetil-L-cisteína (NAC) 

apresenta potente efeito antioxidante e sua capacidade imunomodulatória e ação antifibrótica 

tem sido evidenciadas em diferentes modelos animais (AIRES et al., 2012; ALTURFAN et al., 

2012; HAGIWARA; ISHII; KITAMURA, 2000). Durante a esquistossomose experimental, a 

NAC atenuou o dano hepático, com diminuição dos níveis de NO e IFN-γ, elevação dos níveis 
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de IL-10 e redução do tamanho dos granulomas e do grau de fibrose (AIRES et al., 2012). Na 

esteatohepatite não-alcoólica, a associação entre a NAC e a metformina reduziu a fibrose 

hepática e o infiltrado inflamatório (OLIVEIRA et al., 2008). Portanto, é possível que a NAC 

possa auxiliar na reversão da fibrose decorrente da agressão tecidual na HAE.  

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos de 

imunorregulação induzidos pelo Asc e por sua associação com a NAC na inibição da HAE. 

Para isto, foram avaliados, em um estudo de comparação entre animais com HAE e tratados 

com Asc e Asc+NAC, a produção das citocinas IL-13, IL-5, IL-10 e TGF-β; os níveis de NO e 

as alterações anatomohistomorfometricas do tecido hepático. Considerando a dificuldade de se 

realizar estudos em seres humanos que avaliem o efeito terapêutico de novas estratégias 

imunomodulatórias na HAI, esse modelo experimental poderá auxiliar na compreensão dos 

mecanismos de ação do Asc, e no seu uso de forma segura junto com a NAC, para o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas, facilitando a criação de terapias 

antifibróticas específicas.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 
 

Fundamentação teórica apresentando as características da hepatite autoimune, da capacidade e 

propriedade imunomodulatória dos helmintos, do extrato do Ascaris suum e da N-acetil-L-

cisteína em modelos de hipersensibilidade autoimune e desordens inflamatórias.  

 

2.1    Hepatite autoimune 

 

O fígado desempenha funções que vão além do metabolismo de carboidratos, lipídeos, 

proteínas e vitaminas. Devido sua interface entre o sistema digestivo e a circulação geral do 

organismo, o microambiente hepático é um local de intercâmbio contínuo de informações 

imunológicas, continuamente exposto aos antígenos alimentares e microbianos provenientes do 

intestino. Sua capacidade de tolerância o torna um importante sítio de regulação imune e 

mediador das imunidades inata e adaptativa. No entanto, falhas nesse mecanismo de tolerância 

podem resultar no desenvolvimento doenças autoimunes do fígado, como a hepatite autoimune 

(HAI) (INVERNIZZI, 2013; RACANELLI; REHERMANN, 2006). 

Reconhecida em 1942 por Amberg (AMBERG, 1942), a HAI é uma doença inflamatória 

crônica do fígado, caracterizada pela presença de autoanticorpos circulantes, elevação nos 

níveis das transaminases séricas, hiperglobulinemia (principalmente IgG) e um quadro 

histológico de hepatite de interface (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007; LUCEY; 

VIERLING, 2014; MAKOL; WATT; CHOWDHARY, 2011). 

A HAI afeta crianças e adultos de ambos os sexos e todos os grupos étnicos e raciais. 

Entretanto, a prevalência é superior em caucasianos europeus e indivíduos do sexo feminino 

(relação homem/mulher 1:4) (MANNS et al., 2010). Na Escandinávia, onde tem sido melhor 

estudada, a incidência é de 1-2 pessoas por 100 mil habitantes por ano e sua taxa de prevalência 

é de 11-17 pessoas por 100 mil habitantes por ano, com pico de incidência ocorrendo entre 16-

30 anos (LUCEY; VIERLING, 2014). No Brasil a incidência não é plenamente conhecida. 

Todavia, entre as causas de hepatopatia crônica, sua prevalência é de 3,3% (PORTAL DA 

SAÚDE, 2010). 

Embora sua etiopatogênese seja pouco conhecida, semelhante a outras desordens 

autoimunes, a HAI apresenta causas multifatoriais, com relevante participação de fatores 

ambientais e falhas nos mecanismos de autolerância em pessoas geneticamente susceptíveis 

(MAKOL; WATT; CHOWDHARY, 2011). Os exatos mecanismos pelos quais os danos ao 

fígado ocorrem não são totalmente compreendidos, no entanto tem sido relatado que a agressão 
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autoimune se inicia com a perda da autotolerância decorrente da lise de hepatócitos por 

linfócitos T CD8+ efetores após processo infeccioso, resultando na apresentação de 

autoantígenos; pelo uso de drogas e por mimetismo molecular entre antígenos próprios de 

agentes exógenos que compartilham determinantes antigênicos comuns ( BJÖRNSSON et al., 

2010; WATT; CHOWDHARY, 2011). Os linfócitos T regulatórios também desempenham um 

papel consolidado na manutenção da autotolerância hepática, tendo vista que sua diminuição 

tem sido relatada na HAI (WANG et al. 2012; CARAMBIA; HERKEL 2010; JONULEITAND; 

SCHMITT, 2003) 

Em trabalho de revisão, Liberal et al. (2013) propõem que a resposta imune na HAI 

parece ter início com a apresentação de autoantígenos por APCs residentes no fígado (Kupffer, 

DCs e a células sinusoidais) a linfócitos T helper (Th0). Durante apresentação e sob os sinais 

coestimulatórios apropriados, os linfócitos Th0 se tornariam ativados e se diferenciariam em 

diferentes subtipos de acordo as citocinas presentes no meio. Na presença de IL-12 ou IL-4, os 

linfócitos Th0 se diferenciariam em Th1 e Th2, respectivamente; enquanto o predomínio de IL-

1β e IL-6 favoreceria a diferenciação em Th17. A diferenciação das células em Th1 conduziria 

um aumento da produção de IL-2 e IFN-γ, com concomitante ativação de linfócitos T CD8+ e 

macrófagos. A diferenciação de Th0 em Th2 conduziria um aumento na produção de IL-10, IL-

4 e IL-13, que são importantes na maturação de linfócitos B e na produção de autoanticorpos. 

Enquanto as células Th17 contribuiriam com a autoimunidade pela produção de citocinas pró-

inflamatórias (IL-17, IL-22 e TNF-α). 

O processo inflamatório na HAI está associado com aumento da necrose e da apoptose 

nos hepatócitos. Corpos apoptóticos derivados de hepatócitos podem ativar células estreladas 

quiescentes e células de Kupffer (KC) e estas populações celulares podem promover inflamação 

e respostas fibrogênicas. KC estimuladas podem liberar citocinas, quimiocinas, ROS e NO por 

indução da iNOS, que podem aumentar a apoptose nos hepatócitos e estimular a ativação das 

HSC. As HSCs ativadas adquirem um fenótipo semelhante a miofibroblastos e estimulam a 

produção de mais ROS, aumentando o estresse oxidativo nos hepatócitos. (COHEN-

NAFTALY; FRIEDMAN, 2011; FRIEDMAN, 2008; LEE; FRIEDMAN, 2011). Também 

podem promover a inflamação por aumentarem a expressão de citocinas pró-inflamatórias, 

moléculas de adesão e ativação de linfócitos T e NKT, além de aumentarem a produção de 

matriz extracelular por deposição de fibrilas de colágeno (HELLERBRAND et al., 1996; 

WINAU et al., 2007). 

Após lesão tecidual, os macrófagos podem se modificar de acordo com diferentes 

estímulos liberados no meio e se diferenciar em macrófagos classicamente (M1) e 
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alternativamente (M2) ativados. A via de ativação clássica é induzida na presença de um perfil 

Th1, no qual M1 expressa citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ, e iNOS, sendo 

importantes nas respostas inflamatórias e lesão tecidual. A via alternativa conduz a 

diferenciação em um perfil M2 na presença de IL-4 e IL-13, sendo importante na resolução da 

inflamação (IL-10 e TGF-β), na cicatrização de feridas e na geração de colágeno 

(GINDERACHTER et al., 2006). 

Na maioria dos casos a HAI apresenta início insidioso, caracterizado por sintomas 

inespecíficos (fadiga, náuseas, dor abdominal, icterícia e artralgias) e espectro clínico amplo, 

variando desde quadros assintomáticos a agudos e graves. E cujo diagnóstico é realizado pelo 

somatório de um score de achados clínicos, laboratoriais e histológicos (PROTOCOLO 

CLÍNICO E DIRETRIZES TERAPÊUTICAS – HEPATITE AUTOIMUNE, 2012). 

Alguns achados laboratoriais comuns na HAI são o aumento sérico das 

aminotransferases (AST e ALT), cujos níveis podem atingir valores acima de 50 vezes o limite 

superior da normalidade. Nos casos de doença hepática mais avançada ou com menor atividade 

necroinflamatória à biópsia, pode ser encontrada elevação menor ou igual a cinco vezes o 

normal. Os valores da fosfatase alcalina, por outro lado, são normais ou discretamente elevados. 

A hiperglobulinemia é policlonal, com aumento dos níveis da IgG. Graus variáveis de disfunção 

hepática são caracterizados por hiperbilirrubinemia, alargamento do tempo de protrombina e 

hipoalbuminemia (TERRABUIO, 2012). Elevações discretas da γ-glutamiltransferase também 

são comuns (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007). 

De acordo com o perfil de autoanticorpos produzido, a HAI pode ser classificada em 

três categorias: HAI tipo I) caracterizada pela presença de anticorpos antinúcleo (ANA) e/ou 

anticorpos antimúsculo liso (SMA); HAI tipo II) caracterizada pela presença de anticorpos 

antimicrossoma de fígado e rim (LKM-1) e baixos níveis de anticorpos LKM-3, com ou sem 

anticorpos ANA e SMA; e HAI tipo 3) caracterizada pela presença de autoanticorpos contra 

antígenos solúveis do fígado/fígado e pâncreas, com ou sem anticorpos ANA e SMA 

(HOMBERG et al., 1987; MANNS et al., 2010; MANNS; VOGEL, 2006; MARTINI et al., 

1988). O CHC ocorre em 4% dos pacientes com HAI tipo 1, e a probabilidade de 

desenvolvimento desta neoplasia é de 2,9% (MANNS et al., 2010). 

O prognóstico da HAI depende do grau de atividade da doença e da presença ou não de 

cirrose. Pode ter uma apresentação aguda e grave, que pode ser confundida com hepatite viral 

ou tóxica, e, às vezes pode se apresentar como uma insuficiência hepática aguda. Além disso, 

a doença crônica não diagnosticada pode apresentar uma exacerbação espontânea e manifestar-

se de forma aguda e fatal. Sem tratamento mais de 40% dos pacientes com a forma aguda da 
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doença evoluem para óbito em até 6 meses após o diagnóstico e os que sobrevivem, 

frequentemente, desenvolvem complicações secundárias como cirrose e varizes esofagianas 

(MANNS et al., 2010). Mesmo com o tratamento convencional, monoterapia com predinisona 

ou em combinação com azatioprina, a cirrose costuma ocorrer em 40% dos pacientes tratados 

e é tida como um fator de risco para o desenvolvimentos do carcinoma hepatocelular (CHC) ( 

MANNS et al., 2010; ROBERTS; THERNEAU CZAJA, 1996; TEUFEL, 2009; YEOMAN et 

al., 2008) . A inabilidade de suprimir totalmente a atividade inflamatória em até 12 meses de 

tratamento está relacionada com sua evolução para cirrose em 54% dos casos e morte ou 

transplante hepático em 15% dos casos (CZAJA, 2009). 

Desse modo, devido os relatos de falha terapêutica, toxicidade aos fármacos utilizados 

e o desenvolvimento de complicações secundárias associadas a HAI, opções terapêuticas que 

suplementem o tratamento convencional e que utilizam mecanismos de tolerância hepática 

estão começando a surgir, tais como a geração de células T regulatórias e de citocinas 

imunossupressoras para tratamento de doenças autoimunes (CARAMBIA; HERKEL, 2010; 

(CZAJA, 2014; SCHIAVON; FERRAZ, 2007). 

 

2.2    Hepatite autoimune experimental mediada por Concanavalina A 

 

A investigação sobre a patogênese da HAI tem sido dificultada pela falta de modelos 

animais que reproduzam fielmente a condição humana de dano hepatocelular. Dessa modo, 

modelos de estudo em animais experimentais que mimetizem a doença vêm sendo estabelecidos 

(LONGHI et al., 2010). Entre eles, há um modelo bem aceito que é baseado na administração 

intravenosa de uma lectina, Concanavalina A (Con A), extraída da Canavalia ensiformis, 

popularmente conhecida como feijão-de-porco (ANAND et al., 2006; CHEN et al., 2007; XU 

et al., 2009; TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992). 

Nesse modelo, verificou-se que a injúria hepática induzida por esta lectina ocorre de 

maneira dose dependente e necessita da ativação de linfócitos T auxiliares por macrófagos. 

Após a administração da Con A, ocorre uma insuficiência hepática aguda com aumento 

significativo das transaminases séricas, oito horas após sua administração, e evidenciaram-se 

pequenas áreas de necrose com um infiltrado difuso de leucócitos por microscopia óptica. Em 

seguida, foi constatada uma grave desintegração morfológica da microarquitetura hepática 

através de microscopia eletrônica. Os linfócitos lesionam a superfície sinusoidal dos 

hepatócitos e a morte celular foi confirmada observando-se rupturas da membrana celular, 

vacuolização citoplasmática e perda de citoplasma. Esse modelo permitiu o estudo da 
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fisiopatologia das doenças hepáticas mediadas por componentes imunológicos, como a hepatite 

autoimune ativa (TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992).  

A participação dos linfócitos, células endoteliais sinusoidais (SEC), células de Kupffer 

e células estreladas hepáticas (HSC) são importantes na patogênese da HAE (ZHENG; WENG; 

YU, 2009). As principais citocinas envolvidas nesse processo são IFN-γ, IL-2, IL-4, IL-6 e 

TNF-α, no qual IFN-γ e TNF-α são as mais relevantes (WANG et al., 2012). Após a 

administração intravenosa, a Con A liga-se aos resíduos de manose das SEC promovendo lesão 

e facilitando a ligação da Con A as moléculas de MHC II das células de Kupffer, modificando-

as (ZHANG et al., 2010). O reconhecimento do MHC II modificado conduz a ativação de 

linfócitos T CD4, principal tipo celular envolvido na patogênese hepática, e que é sugerido pelo 

aumento expressivo nos níveis de IL-2, IL-4 e IFN-γ (TSUY et al., 2007; ZHANG et al., 2010). 

Apesar dos mecanismos não serem totalmente conhecidos, o processo inflamatório 

desencadeado promove agressão tecidual e fibrogênese, com aumento da população de HSC 

(LOUIS et al., 2000), que podem ser ativadas pelo aumento nos níveis de TNF-α (ANDRADE, 

2005). 

 

2.3    Imunomodulação por helmintos e as doenças autoimunes 

 

Em 1989, Strachan descreveu a “Hipótese da higiene” através da observação da relação 

inversa entre a ocorrência da febre do feno e do número de irmãos, condições socioeconômicas 

e hábitos de higiene (STRACHAN, 1989). Segundo essa hipótese, as doenças atópicas são mais 

prevalentes em indivíduos que tiveram menor exposição a micro-organismos durante a infância 

(YAZDANBAKHSH; KREMSNER; REE, 2002). Recentemente, este conceito tem sido cada 

vez mais aceito devido ao acúmulo de evidências em relação às doenças atópicas e, 

adicionalmente, estendido às doenças autoimunes inflamatórias, principalmente em modelos de 

estudos experimentais (ELLIOTT; WEINSTOCK, 2011; OSADA; KANAZAWA, 2010). 

Baseado na epidemiologia das doenças autoimunes, fatores ambientais como as 

infecções por helmintos são parte da hipótese da higiene para explicar o porquê das desordens 

autoimunes serem menos prevalentes em países em desenvolvimento (WOLFF; 

BROADHURST; LOKE, 2012), já que em regiões do mundo onde as infecções por esses 

parasitos são endêmicas e as condições sanitárias precárias, há uma menor prevalência tanto de 

doenças alérgicas quanto autoimunes (GIRGIS; GUNDRA; LOKE, 2013). 

Pesquisas experimentais mostraram que a infecção helmíntica ou imunização com 

extratos de vermes modificam a imunidade a antígenos homólogos e heterólogos (DUNNE; 
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COOKE, 2005; FERREIRA et al., 1995; MACEDO, 2002; SOUZA; FAQUIM-MAURO). 

Estas observações são apoiadas por estudos em seres humanos que exibem as consequências 

das constantes infecções e reinfecções helmínticas, como a ascaridíase e outras geo-

helmintíases, sobre a eficácia da vacinação ou à tolerância aos transplantes alogênicos 

(COOPER et al., 2000; ELIAS et al., 2001; GIRGIS; GUNDRA; LIWSKI et al., 2000; LOK, 

2013; SABIN et al., 1996). 

Os mecanismos da resposta imune nas infecções helmínticas são múltiplos devido ao 

tamanho e à diversidade metabólica dos parasitos, que são antigenicamente complexos 

(MACHADO et al., 2004). Entretanto, as helmintíases são comumente caracterizadas pela 

ativação de linfócitos T CD4+ e direcionamento da resposta imunológica para um perfil Th2, 

no qual as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 desempenham papel chave no controle e eliminação 

desses vermes (GIRGIS, GUNDRA; LOKE, 2013). A fim de escapar da resposta imune, os 

parasitos podem induzir anergia dos linfócitos T aos antígenos parasitários e/ou estimular o 

desenvolvimento de células T reguladoras (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2007), bem como 

adquirir e sintetizar estruturas semelhantes às do hospedeiro que irão mascarar sua superfície 

externa (NEVES et al., 2010) e, desse forma, reduzir sua imunogenicidade e inibir a resposta 

imune do hospedeiro. 

Estudos realizados por MELON e colaboradores (2010) demonstraram que 

camundongos infectados com Hymenolepis diminuta exibiram um aumento da produção das 

citocinas IL-4 e IL-10 por células esplênicas após indução de colite química. A infecção pelo 

H. diminuta foi superior ao tratamento com dexametasona na prevenção da colite induzida e 

não resultou em efeitos adversos adicionais (deposição de colágeno). HU e colaboradores 

(2009) observaram uma ação anti-inflamatória da proteína recombinante do Schistosoma 

japonicum de 16kDa (rSj16). In vivo, a rSj16 suprimiu o recrutamento de leucócitos, 

modulando a transcrição gênica para IL-10, IL-1RA, IL-12p35, IL-1β e MIP-2 e suprimindo a 

maturação de macrófagos peritoneais induzida por tioglicolato. 

Foi observado que o trematódeo Fasciola hepatica suprimiu a apresentação de 

autoantígenos relacionados às repostas Th1 e Th17, resultando em um efeito protetor sobre o 

desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE) dependente de TGF-β 

(WALSH et al. 2009). Enquanto que a infecção pelo cestódeo Taenia crassiceps gerou um 

efeito antidiabético no modelo experimental de diabetes induzida por droga (estreptozotocina). 

Nesse estudo, houve um aumento na população de macrófagos alternativamente ativados (M2), 

enquanto a população de células T regulatórias não sofreu alteração (ESPINOZA-JIMÉNEZ et 

al., 2010). M2, expressando arginase-1, demonstraram ser importantes no processo de 
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reparação tecidual, controlando a fibrose e a inflamação dependentes de citocinas Th2 

(PESCEET et al.; 2009). 

Com relação à imunomodulação pelo Ascaris suum, a sua capacidade anti-inflamatória 

no modelo de inflamação neutrofílica foi demonstrada por Oshiro e colaboradores (2005). Neste 

estudo, a inibição do influxo de neutrófilos induzido por LPS, em um modelo de bolsa de ar, 

ocorreu devido à redução acentuada de TNF-α, IL-1β e IL-6 e aumento significativo de IL-10 

e TGF-β após a administração de PAS-1 (OSHIRO; MACEDO; MACEDO-SOARES, 2005).  

 

2.4    Ascaris suum e propriedades imunorregulatórias 

 

Infecções por helmintos ou imunizações com extrato dos vermes ou com seus produtos 

(secretados ou excretados) são capazes de alterar a indução e a função da resposta imune 

(BORKOW; BENTWICH, 2008; CARRANZA et al., 2012 ERB, 2009; URBAN et al., 2007). 

A modulação da resposta imune por diferentes componentes do extrato de vermes de A. suum 

foi comprovada por uma série de experimentos realizados por Soares e colaboradores (1985, 

1986, 1987, 1988, 1991, 1992).  

A administração conjunta do extrato de A. suum com um antígeno heterólogo, 

ovalbumina (OVA), resultou na supressão da reação imediata e da reação tardia de 

hipersensibilidade, acompanhada pela inibição da produção de IgE, IgG1 e IgG2a anti-OVA 

(FERREIRA et al., 1995). Posteriormente, componentes de alto peso molecular com atividade 

imunossupressora a antígenos homólogos e heterólogos foram identificados no extrato de A. 

suum (FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998; JACYSYN; MACEDO, 2004; SOUZA; 

FAQUIM-MAURO; SOUZA; MACEDO, 2009; MACEDO, 2002).  

Componentes de alto peso molecular de A. suum também inibiram a expressão de 

moléculas coestimulatórias (CD80, CD86, CD40) e MHC de classe II em células dendríticas 

(DCs), mostrando que estes componentes modulam negativamente a capacidade de 

apresentação de antígeno por DCs (SILVA et al., 2006), induzindo efeitos tolerogênicos 

(CARRANZA et al., 2012). 

Com relação à asma alérgica, o Asc tem um profundo efeito inibitório sobre a 

inflamação e hiper-responsividade pulmonar. Neste modelo, foi verificado um efeito supressivo 

sobre o acúmulo de células nas vias aéreas (eosinófilos) relacionado com uma redução 

acentuada da IL-5 e IL-4 no lavado broncoalveolar (LIMA et al., 2002). Em um modelo de 

asma induzida por ovalbumina (OVA), o pré-tratamento com Asc reduziu o infiltrado 

inflamatório no tecido pulmonar e os níveis de IL-4, IgE total e IgE específica anti-OVA no 
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lavado broncoalveolar; indicando efeito protetor (CHO; PARK; SON, 2011). A supressão da 

asma alérgica foi também demonstrada por ITAMI e colaboradores (2005) quando utilizaram a 

proteína imunossupressora PAS-1 extraída do Asc (200 kDa), que foi capaz de reverter o quadro 

alérgico da asma induzida por proteínas alergênicas do verme. Este componente diminuiu a 

eosinofilia pulmonar, a produção de anticorpos anafiláticos e de citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) e 

aumentou a produção de IFN-γ e IL-10, demonstrando, assim, uma atividade imunomodulatória 

no hospedeiro (ITAMI et al., 2005). 

O PAS-1 possui a habilidade de suprimir a produção de anticorpos heterólogos, de 

alterar a produção e a secreção de citocinas e inibir a ativação celular para antígenos heterólogos 

(OSHIRO et al., 2004). O PAS-1 também foi capaz de suprimir o infiltrado neutrofílico 

induzido por lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) num modelo de bolsa de ar, no qual ocorreu 

uma redução acentuada de TNF-α, IL-1 β e IL-6. Em contraste, PAS-1 induziu um aumento 

significativo de IL-10 e TGF-β (OSHIRO; MACEDO; MACEDO-SOARES, 2005).  

A capacidade imunossupressora do extrato de A. suum também foi avaliada em modelos 

de hipersensibilidade autoimune. Na artrite autoimune experimental, o Asc foi administrado 

por via intraperitoneal e oral, antes e depois da indução da artrite, levando a diminuição da 

produção de IL-1β e NO (ROCHA et al., 2008). 

Na HAE induzida por Con A, os efeitos do Asc foram avaliados de forma profilática e 

terapêutica. Em ambos os esquemas, o Asc restaurou os níveis das transaminases, 

imunoglobulinas totais e o peso do fígado, mas no grupo terapêutico o reestabelecimentos foi 

mais tardio. Nos grupos tratados houve uma redução do infiltrado inflamatório, com elevada 

produção de IL-4, IL10 e IL-13. Entretanto, foi observado no protocolo terapêutico um aumento 

da fibrose (NASCIMENTO et al., 2014).  A fibrose pode ter sido exacerbada na presença do 

Asc pelo aumento da produção de IL-13, que é um marcador da resposta contra helmintos, bem 

como do processo fibrogênico (WILSON et al., 2007). Em combinação com a IL-4, esse 

microambiente favorece a diferenciação de M2, estimulando a ativação da enzima arginase que 

está envolvida com a fibrose (SUGAWARA et al., 2010). 

 

 

2.5     N-acetil-L-cisteína e suas propriedades imunomodulatórias 

 

A N-acetil-L-cisteína (também conhecida como N-acetil cisteína, N-acetilcisteína ou 

NAC) é uma droga com conhecido efeito pleiotrópico, utilizada na prática clínica por diversas 

décadas como agente mucolítico, no tratamento da hepatotoxicidade por acetaminofeno e nos 

casos iniciais de insuficiência hepática, devido a presença de um grupo tiol na molécula 
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(KOCH; TRAUTWEIN, 2010; SAMUNI et al., 2013). Esse grupo facilita o rompimento das 

ligações do tipo dissulfeto das mucoproteínas, aumentando a viscosidade do muco das 

secreções pulmonares, e é crucial para manutenção do potencial redox no organismo (KELLY, 

1998; SAMUNI et al., 2013). 

Estudos em humanos e animais têm demonstrado que a NAC é um potente agente 

antioxidante e terapêutico, mostrando-se uma droga segura, bem tolerada e com amplo espectro 

clínica. Suas aplicações estão sendo avaliadas no tratamento do câncer, transtornos 

neuropsiquiátricos, síndromes de isquemia-reperfusão, doenças cardíacas, infecções pelo HIV, 

bronquite, SARA, toxicidade induzida por quimioterápicos e outras doenças caracterizadas pela 

produção de radicais livres (MILLEA, 2009; SAMUNI et al., 2013). Seus efeitos também estão 

sendo avaliados em doenças fibrogênicas e granulomatosas (AIRES, 2012; HAGIWARA; 

ISHII; KITAMURA, 2000). 

Durante a esclerodermia, a NAC reduziu a elevada contratilidade e capacidade de 

migração dos fibroblastos envolvidos com as lesões de pele, interferindo na expressão de genes 

envolvidos com a produção e remodelagem da matriz extracelular, melhorando o prognóstico 

da doença (SHI-WEN et al., 2012). O tratamento com a NAC também preveniu o 

desenvolvimento da fibrose pulmonar induzida por bleiomicina, reduzindo o infiltrado celular 

no lavado broncoalveolar e nos tecidos alveolares (HAGIWARA; ISHII; KITAMURA, 2000).  

Trabalhos in vitro demonstraram que a NAC interrompeu maturação de células 

dendríticas devido seus efeitos inibitórios sobre a transcrição do fator NF-κB e expressão de 

moléculas de superfície (HLA-DR, CD86 (B7-2) e CD40). Afetando, também, as respostas 

primárias de linfócitos T induzidas por DCs (VERHASSELT et al., 1999). Em outro estudo, A 

NAC impediu a diferenciação de fibroblastos em miofibroblastos e a produção de fibronectina 

e VEGF pelo bloqueio e alteração do TGF-β1 (SUGIURA et al., 2009). 

Alturfan e colaboradores (2012) avaliaram a ação da NAC na intoxicação experimental 

por acrilamida no cérebro, pulmão, fígado e rins de ratos, onde foi constatado que a NAC inibiu 

o infiltrado neutrofílico nos tecidos, restaurando o balanço do status oxidante-antioxidante e 

regulando a produção de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1e IL-6). No fígado, os níveis 

das transaminases ALT e AST foram restaurados e a fibrose revertida, sugerindo que essa 

intervenção poderia ser eficaz no tratamento da fibrose hepática.   

Dessa forma, a NAC pode atenuar os efeitos os pró-fibróticos decorrentes da agressão 

imune hepática através, principalmente, da redução do estresse oxidativo nos hepatócitos, 

limitando a atividade inflamatória pela redução da expressão gênica de citocinas pro-

inflamatórias decorrente da inibição de do fator de transcrição NF-κB; e pela modulação da 
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expressão de iNOS em KC, limitando a apoptose, por redução da produção de NO e ROS, e 

ativação de HSC (DE OLIVEIRA et al., 2008; MAJANO et al., 2004; ZAFARULLAH et al., 

2003).  
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3 OBJETIVOS 
 

Apresentação dos objetivos estabelecidos para execução do projeto de pesquisa. 

 

3.1   Geral 

 

Descrever os efeitos imunomodulatórios exibidos pelo Asc e por sua associação com a 

NAC durante o tratamento terapêutico de camundongos isogênicos submetidos à hepatite 

autoimune experimental (HAE).  

 

3.2   Específicos 

 

Comparar entre grupos de animais com HAE e os grupos HAE tratados 

terapeuticamente com Asc e Asc + NAC: 

 O peso hepático; 

  As alterações macroscópicas e histomorfométricas (infiltrado inflamatório e 

tecido fibroso) no tecido hepático;  

 As alterações dos níveis de transaminases séricas (ALT e AST); 

 A produção de anticorpos séricos totais; 

 A produção in vitro por esplenócitos de óxido nítrico e das citocinas IL-5, IL-

10, IL-13e TGF-β). 
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4      MATERIAIS E MÉTODOS 
 

Apresentação metodológica das técnicas e insumos utilizadas na execução do projeto de 

pesquisa. 

  

4.1    Desenho do estudo 

 

Trata-se de um estudo experimental, no qual a HAE foi induzida em grupos de 

camundongos machos isogênicos. Os animais foram submetidos à intervenção (administração 

do Asc e Asc + NAC) e outros não (grupo controle). Os animais apresentavam o mesmo tempo 

de vida, faziam parte da mesma linhagem e foram criados sob as mesmas condições. O modelo 

experimental utilizado mimetiza a doença autoimune hepática humana e as dificuldades de 

realização por questões éticas são menores. Entretanto, não será possível afirmar que os 

resultados obtidos serão reprodutíveis em seres humanos. 

 

4.2     Extrato de vermes adultos de Ascaris suum, Concanavalina A e N-acetil-L-cisteína 

 

O extrato de vermes adultos de A. suum (Asc) foi produzido segundo protocolo de Souza 

et al. (2002), onde vermes adultos de A. suum foram lavados em solução salina e 

homogeneizados em tampão borato (BBS) pH 8,0 em um aparelho de Ultra-Turrax (Janke e 

Kunkel, Staufen, Alemanha). O homogenato foi centrifugado a 10.000 g durante 1 h. Em 

seguida, o precipitado foi ressuspendido em 400 ml de BBS e agitado overnight a 4 °C. A 

suspensão foi centrifugada e o sobrenadante dialisado contra água destilada overnight a 4 °C. 

O sobrenadante obtido foi centrifugado a 10.000 g por 2 h e liofilizado em alíquotas. Para 

administração nos animais, as alíquotas foram diluídas em solução estéril de tampão fosfato de 

sódio (PBS) 0,01M, pH 7,2. 

A concanavalina A tipo IV (Con A) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) e a N-acetil-

L-cisteína (NAC) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) foram diluídas em solução estéril de 

PBS 0,01M, pH 7,2. 

 

4.3    Animais e formação dos grupos de estudo 

 

Camundongos machos BALB/c com 7-8 semanas de idade, provenientes do biotério do 

Laboratório de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco 

(LIKA/UFPE), foram mantidos em gaiolas (5-6 animais), sob condições padronizadas de 
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temperatura (22 °C ± 1) e luminosidade (ciclos de 12h de claro e 12h de escuro) e com água e 

alimento ad libitum. 

Para execução do estudo, três grupos (6 animais/grupo) foram formados e a HAE foi 

induzida em todos os animais através da administração por via intravenosa (v.i.) da Con A, na 

dose de 10 mg/Kg. Trinta minutos após sua indução, um grupo foi tratado com NAC, dose 200 

mg/kg, de 12/12h, durante 6 dias, por via oral (v.o.); e Asc, duas horas após a indução, em dose 

única de 1mg/animal por via intraperitoneal (i.p.) (grupo HAE+Asc+NAC). Enquanto outro 

grupo foi tratado com salina estéril por v.o. e Asc por via i.p. (Grupo HAE+Asc). Como controle 

tratamento, animais receberam apenas salina estéril (grupo HAE). 

O modelo experimental foi desenvolvido a partir dos estudos de Nascimento et al. 

(2014) e Aires et al. (2013), e pode ser esquematizado como segue abaixo. 

Grupo HAE+Asc+NAC: recebeu 10mg/Kg corpóreo de Con A (i.v); 1mg/animal de 
Asc (i.p.) 2 horas após indução da HAE; 200mg/Kg de NAC (v.o.) 30 minutos após indução da 

HAE, a cada 12h, durante 6 dias; 

Grupo HAE+Asc: recebeu 10mg/Kg corpóreo de Con A (i.v); 1mg/animal de Asc (i.p.) 

2 horas após indução da HAE; 100 μL de PBS (v.o.) 30 minutos após indução da HAE, a cada 

12h, durante 6 dias; 

Grupo HAE: recebeu 10mg/Kg corpóreo de Con A (i.v); 200μL de PBS (i.p.) 2 horas 

indução da HAE; 100 μL de PBS (v.o.) 30 minutos após indução da HAE, a cada 12h, durante 

6 dias; 

 

4.4    Categorizações das variáveis 

 

4.4.1 Variáveis independentes 

 

VARIÁVEL DEFINIÇÃO CONCEITUAL DEFINIÇÃO 

OPERACIONAL 

Extrato solúvel de 

vermes adultos de 

Ascaris suum (Asc) 

Homogenato produzido a partir do 

processamento de vermes adultos 

de Ascaris suum. 

As alíquotas do Asc foram 

diluídas em solução de PBS 

0,1M, pH 7.2. A suspensão foi 

administrada por via 

intraperitoneal na dose de 

1mg/animal. 

N-acetil-L-cisteína 

(NAC) 

Agente farmacológico com 

propriedade mucolítica, 

antioxidante e imunomodulatória.  

A NAC foi diluída em solução 

de PBS 0,1M, pH 7.2. A 

Suspensão foi administrada por 

via oral na dose de 200mg/Kg 

durante 6 dias e a cada 12h. 

 

4.4.2 Variáveis dependentes 
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VARIÁVEL DEFINIÇÃO CONCEITUAL DEFINIÇÃO 

OPERACIONAL 

Peso do fígado Massa do fígado em gramas de 

camundongos machos Balb/c com 

7-8 semanas de idade. 

Após eutanásia dos animais, os 

fígados foram removidos, 

pesados, seccionados e 

acondicionados para 

processamento histopatológico. 

Análise macroscópica 

do tecido hepático 

Análise qualitativa das alterações 

no parênquima hepática de 

camundongos Balb/c no 7º dia 

após indução da HAE. 

Análise qualitativa do aspecto 

do fígado e lesões adjacentes. 

Análise histológica do 

tecido hepático 

Mensuração da presença de 

necrose e de infiltrado 

inflamatório no parênquima 

hepático. 

Lâminas histológicas serão 

coradas cor Hematoxilina e 

Eosina e analisadas a partir de 

micrografias pelo Software 

ImageJ®. 

Análise morfométrica 

do tecido hepático 

Mensuração da concentração de 

colágeno no parênquima hepático. 

Lâminas histológicas serão 

coradas com Tricrômico de 

Masson e analisadas a partir de 

micrografias pelo Software 

ImageJ®. 

Aspartato 

aminotransferase 

(AST) 

Enzima encontrada em vários 

tecidos corporais, como: fígado, 

coração e músculo. É liberada 

para a circulação após lesão ou 

morte celular. 

O oxaloacetato formado por 

ação da AST é reduzido pela 

NADH. A transformação da 

NADH por oxidação em NAD 

é monitorada por 

espectrofotometria. 

Alanina 

aminotransferase 

(ALT) 

Enzima encontrada em vários 

órgãos, como: rins, coração, 

tecido muscular e, 

principalmente, fígado. É liberada 

para a circulação após lesão ou 

morte celular. 

O piruvato formado por ação da 

ALT é reduzido pela NADH. A 

transformação da NADH por 

oxidação em NAD é 

monitorada por 

espectrofotometria. 

Imunoglobulinas 

totais (Ig total) 

Moléculas glicoproteicas 

produzidas por plasmócitos. São 

compostas por duas cadeias 

pesadas idênticas e duas cadeias 

leves idênticas. Quando 

secretadas, realizam várias 

funções efetoras, como: 

neutralizar antígenos, ativar o 

complemento e destruição micro-

organismos dependente de 

leucócitos.  

Dosagem por ELISA direto a 

partir de amostras de plasma. 

Interleucina 5 (IL-5) Citocina produzida por células 

Th1 e monócitos. Atua como fator 

de crescimento e diferenciação de 

linfócitos B e eosinófilos. 

Dosagem por ELISA de captura 

a partir do sobrenadante da 

cultura de esplenócitos. 
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Interleucina 10 (IL-

10) 

Citocina pleiotrópica produzida 

por monócitos e linfócitos. Atua 

regulando negativamente a 

expressão de citocinas Th1, MHC 

II e moléculas coestimulatórias 

em macrófagos. Regula o 

crescimento e diferenciação de 

linfócitos B. 

Dosagem por ELISA de captura 

a partir do sobrenadante da 

cultura de esplenócitos. 

 

Interleucina 13 (IL-

13) 

Citocina produzida 

principalmente por células Th2. 

Atua na maturação e 

diferenciação de linfócitos B, 

promovendo a troca isotípica para 

IgE. Regula positivamente a 

expressão de MHC II e CD23 e 

negativamente a atividade de 

macrófagos. 

Dosagem por ELISA de captura 

a partir do sobrenadante da 

cultura de esplenócitos. 

Fator de 

transformação do 

crescimento beta 

(TGF-β) 

Citocina pleiotrópica produzida 

por quase todos os tipos celulares. 

Atua inibindo a proliferação de 

linfócitos T e NK. Regula 

negativamente macrófagos 

ativados. Desempenha papel 

crítico na diferenciação de 

linfócitos Treg e expressão de 

Foxp3. 

Dosagem por ELISA de captura 

a partir do sobrenadante da 

cultura de esplenócitos. 

Óxido nítrico (NO) Biomolécula produzido 

principalmente por macrófagos e 

que desempenha importante no 

controle de infecções e em 

respostas inflamatórias. 

Dosado no sobrenadante da 

cultura de esplenócitos a partir 

da reação de Griess. 

 

4.5    Métodos de coleta de dados 

 

4.5.1 Dosagem das transaminases e imunoglobulinas totais 

 

Amostras de sangue foram coletadas (8, 24h e 7 dias) após indução da HAE e as 

transaminases e imunoglobulinas foram avaliadas no plasma por espectrofotometria. Os níveis 

das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram 

quantificados por metodologia cinética-UV (Labtest, Belo Horizonte, MG, BR). As 

imunoglobulinas totais foram mensuradas por ELISA direto. As amostras foram distribuídas 

nas placas (100μL/poço) e anticorpos de cabra biotinilados anti-camundongo (Southern 

Biotechnology Associates, Inc., AL, USA) foram utilizados para detecção das imunoglobulinas. 

A reação foi revelada com o conjugado estreptoavidina-peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Mo., USA) e o-fenilenodiamino (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) em solução de tampão 
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citrato 0,1 M/pH 5 mais H2O2. A reação foi parada com solução de ácido cítrico 0,2 M e as 

placas lidas em 450 nm em leitor de ELISA (Thermo Plate, TP-READER B). Os resultados 

foram expressos como média da densidade óptica (DO) ± desvio padrão (DP). 

 

4.5.2 Coleta do fígado e do baço 

 

Sete dias após a administração da Con A os camundongos foram anestesiados, por via 

intramuscular, com solução de 10mg/Kg xilazina 2% e 80-115mg/Kg cetamina 10%. Em 

seguida, foi realizada a eutanásia por deslocamento cervical para remoção do baço, que foi 

processado para cultura celular, e do fígado, que foi analisado macroscopicamente, pesado e 

acondicionado em solução de formalina tamponada 10% para processamento histopatológico.  

4.5.3 Cultura celular  

 

Os camundongos foram anestesiados e eutanasiados 7 dias após indução da HAE e os 

baços dos animais dos grupos HAE, HAE+Asc e HAE+Asc+NAC foram coletados sob 

condições assépticas. Os esplenócitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Mo., USA), acrescido de antibióticos (penicilina e estreptomicina 100 mg/L), HEPES 

1M, L-glutamina 200 mM e suplementado com 10% de SFB (WL. Immunochemistry, Rio de 

Janeiro, Brazil). As células foram cultivadas com RPMI, Asc (20 μg/ml) ou ConA (10 μg/ml) 

por 24h (2.107 células/mL) e 72h (12.106 células/mL) em estufa a 37 ºC e 5% de CO2. 

 

4.5.4 Dosagem de citocinas 

 

Os sobrenadantes da cultura foram coletados e as citocinas determinadas por ELISA 

sanduiche com os anticorpos monoclonais de captura anti-IL5 (BVD1D11) e anti-IL10 (2A5)] 

e os anticorpos biotinilados [anti-IL5 (BVD624G2) e anti-IL10 (SXC1)]. Os níveis de IL-13 

(R&D, Minneapolis, USA) e TGF-β (Invitrogen, Novex, USA) foram obtidos através de kit 

comercial. Os anticorpos biotinilados foram detectados usando o conjugado 

estreptavidina/peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) e ABTS (2-2-azinobis (3-

ethylbenzene-thiazoline-6-sulphonic acid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) diluído em 

tampão citrato 0,1M mais H2O2. As placas foram lidas em espectrofotômetro. As amostras 

foram quantificadas por comparação com curva padrão dos recombinantes das citocinas 

purificadas [rIL-5 (BD Pharmingen, Becton, Dickinson and Company, USA) e rIL-10 (BD 

Pharmingen, Becton, Dickinson and Company, USA)]. A leitura foi realizada a 405 nm em 

leitor de ELISA (Thermo Plate, TP-READER B). 
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4.5.5 Dosagem de óxido nítrico 

 

Os níveis de óxido nítrico (NO) foram determinados no sobrenadante da cultura através 

da reação colorimétrica de Griess (Griess, 1879). O sobrenadante foi adicionado a placas de 96 

poços (3595, Costar, Cambridge, MA, USA) seguido do mesmo volume da solução reveladora, 

reagente de Griess (1% sulfonilamida e 0,1% naftiletilenodiamina) mais 2,5% de ácido 

fosfórico. Para confecção da curva padrão foi utilizada uma solução de NaNO2 (Sigma 

Chemical, St. Louis, MO, EUA) a 100 µM, com limite de detecção de 1,56 µM. A leitura foi 

realizada a 540 nm em leitor de ELISA (Thermo Plate, TP-READER B). Os resultados foram 

expressos como média da densidade óptica (DO) ± desvio padrão (DP). 

 

4.5.6 Processamento histológico 

 

O fígado dos camundongos foi removido e fixado em formalina tamponada. Após 

sucessivas lavagens com etanol a 70% para completa remoção do fixador, as amostras foram 

desidratadas em concentrações crescentes de etanol a partir de 70% até álcool absoluto. Em 

seguida, um corte longitudinal da parte central do maior lobo foi seccionado, diafanizada em 

xilol e impregnado em parafina histológica fundida a 60°C. Posteriormente, foi incluído em 

parafina. Os cortes histológicos (4μm) foram obtidos em micrótomo horizontal Yamato (Japan). 

Os cortes destinados ao estudo histopatológico foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) 

e os destinados a estudo morfométrico foram corados pela técnica de Tricômico de Masson 

(JUNQUEIRA; BIGNOLOS; BRENTANI, 1979). 

A análise histopatológica, contagem de leucócitos/campo em infiltrados inflamatórios 

no parênquima hepático, e o estudo morfométrico, mensuração da concentração de colágeno a 

partir da intensidade de coloração azul, foram mensurados através do software ImageJ® 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD). Pelo menos 20 micrografias (aumento de 100x) 

aleatórias de cada lâmina foram retiradas para análise (Nascimento et al., 2014). 

 

4.5.7 Análise estatística 

 

Para comparação entre os diferentes grupos, foi empregada a Análise de Variância 

(ANOVA) para os dados paramétricos. Quando a ANOVA revelou a existência de diferença 

significativa, foi utilizado o Teste de Tukey, a fim de identificar que grupos diferiram entre si. 
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A significância estatística foi considerada admitindo-se um nível crítico de 5% em todos os 

casos. 

 

4.5.8 Considerações éticas 

 

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco (nº 

23076.041797/2013-40) (Anexo C). 
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5      RESULTADOS 
 

Os resultados das análises estão apresentados no artigo intitulado “Efeitos imunorregulatórios 

do extrato solúvel de Ascaris suum e de sua associação com N-acetil-L-cisteína no tratamento 

da hepatite autoimune experimental” (APÊNDICE A), que será submetido ao periódico 

International Journal of Experimental Pathology. 
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6      CONCLUSÃO 
 

Considerações acerca dos resultados alcançados após execução do projeto de pesquisa. 

 

 O tratamento terapêutico com Asc não ocasionou alteração no peso hepático. Sua 

restauração só foi observada quando a NAC foi associada ao esquema terapêutico; 

 A análise macroscópica do fígado demonstrou discretas alterações visuais na arquitetura 

hepática dos grupos tratados, em contraste com extensas áreas de lesão nos animais do 

grupo HAE. O tratamento com o Asc resultou em redução do infiltrado inflamatório, 

que foi acompanhada de menor produção de colágeno no tratado grupo 

HAE+Asc+NAC. 

 O tratamento terapêutico com o Asc promoveu níveis mais baixos das transaminases 

nos animais tratados quando comparados ao grupo HAE, entretanto essa diferença foi 

significante apenas em 7 dias; 

 O tratamento terapêutico com o Asc promoveu níveis mais baixos de imunoglobulinas 

totais quando comparados ao grupo HAE, entretanto a redução foi mais precoce no 

grupo HAE+Asc+NAC; 

 O Asc induziu aumento da produção de TGF-β, IL-10 e IL-5. Quando a NAC foi 

associada ao esquema terapêutica houve menor produção de IL-13 e NO quando 

comparados com os grupos HAE e HAE+Asc;  
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RESUMO  

Contexto e objetivos: O extrato de vermes adultos de Ascaris suum (Asc) possui efeito anti-

inflamatório e imunossupressivo, porém a durante hepatite autoimune experimental foi capaz 

de induzir a produção colágeno. A N-acetil-L-cisteína (NAC), que apresenta propriedades 

antioxidantes e antifibróticas, pode melhorar a ação do Asc em modelos de desordens 

inflamatórias, reduzindo a síntese de colágeno. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os 

efeitos do Asc e de sua associação com a NAC como estratégia de tratamento para hepatite 

autoimune, que apresenta a cirrose como principal complicação decorrente de falha na terapia 

convencional. 

Metodologia: A hepatite autoimune experimental foi induzida pela administração intravenosa 

da lectina concanavalina A em animais BALB/c (HAE). Após indução, um grupo foi tratado 

com Asc (HAE+Asc) e outro grupo com Asc e NAC (HAE+Asc+NAC). Como controle, um 

grupo foi tratado com salina (HAE). Foram quantificados e comparados entre os grupos o peso 

hepático e sua análise anatomohistopatológica, os níveis das transaminases e imunoglobulinas 

totais, a produção de óxido nítrico (NO) e das citocinas interleucina (IL)-5, IL-10, IL-13 e do 

fator de transformação do crescimento beta (TGF-β). 

Resultados: Nos grupos tratados, o Asc ocasionou a redução dos níveis das transaminases, 

imunoglobulinas totais e do infiltrado inflamatório, bem como, o aumento da produção de TGF-

β quando comparados com o grupo HAE. Quando a NAC foi associada ao esquema terapêutico, 

a produção de colágeno foi controlada e acompanhada por níveis reduzidos de NO e IL-13. No 

grupo HAE+Asc+NAC também foi observada redução do peso hepático e níveis elevados de 

IL-5 e IL-10.  

Conclusão: A estratégia de tratamento para HAE foi melhorada quando a NAC foi associada 

ao Asc no esquema terapêutico. 

 

Palavras-chave: Ascaris suum, N-acetil-L-cisteína, Hepatite autoimune, Imunomodulação, 

Fibrose 
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INTRODUÇÃO 

A hepatite autoimune (HAI) é uma doença inflamatória crônica de etiologia 

desconhecida, caracterizada pela presença de autoanticorpos circulantes, 

hipergamaglobulinemia e alterações necroinflamatórias (Makol et al. 2011). Seu tratamento é 

realizado através da terapia imunossupressora, cujo objetivo é controlar a hiper-responsividade 

celular dependente de células T e B, melhorando os sintomas clínicos e aumentando a sobrevida 

dos pacientes (Manns et al. 2010). Entretanto, complicações secundárias como a cirrose, que é 

um fator de risco para o desenvolvimento do carcinoma hepatocelular, costumam ocorrer em 

40% dos pacientes tratados  (Teufel et al. 2009; Yeoman et al. 2008). Desse modo, o 

desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas que suplementem o tratamento 

convencional torna-se imprescindível.  

Infecções helmínticas ou imunizações com seus produtos têm sido avaliadas em 

diferentes modelos experimentais de doenças inflamatórias e desordens autoimunes, auxiliando 

no desenvolvimento de terapias para doenças humanas (Sofronic-Milosavljevic et al. 2013; 

Carranza et al. 2012; Pesce et al. 2009). Com relação ao extrato de vermes adultos de Ascaris 

suum (Asc), seu potencial efeito anti-inflamatório e imunossupressivo foi demonstrado em 

modelos de asma alérgica, na artrite reumatoide e na hepatite autoimune experimental (HAE) e 

foi associado a sua capacidade de induzir altos níveis de interleucina (IL)-10 e do fator de 

transformação do crescimento (TGF)-β (Nascimento et al. 2014; Cho et al. 2011; Rocha et al. 

2008).  

O modelo de indução da HAI é baseado na administração intravenosa da lectina 

concanavalina A (ConA) e causa um aumento massivo de linfócitos T CD4+ no parênquima 

hepático, conduzindo a secreção de citocinas pró-inflamatórias (IL-1, IL-2, IL-6, fator 

estimulador de colônias granulocíticas (G-CSF), fator de necrose tumoral(TNF)-α e 

interferon(IFN)-γ) (Sclavons et al. 2013; Tiegs et al. 1992; Wang et al. 2012). Células de 

Kupffer (KC) e células estreladas hepáticas (HSC) também estão envolvidas na sua patogênese 

por promoverem inflamação (espécies reativas do oxigênio (ROS) e NO) e respostas 

fibrogênicas (Czaja 2014; Cohen-Naftaly e Friedman 2011). O tratamento profilático e 

terapêutico da HAE com o Asc atenuou o dano hepático, com redução do infiltrado inflamatório 

e indução de um perfil imunossupressor T helper(Th)2 (IL-4, IL-10 e IL-13). Contudo, no 

tratamento terapêutico foi observado aumento da fibrose (Nascimento et al. 2014). Sabendo que 

o tratamento profilático da HAI torna-se inviável, por tratar-se de uma doença de etiologia 
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complexa e imprevisível, o aprimoramento do tratamento terapêutico é mais factível do ponto 

de vista clínico.  

A N-acetil-L-cisteína (NAC) apresenta potente efeito antioxidante e sua capacidade 

imunomodulatória e ação antifibrótica tem sido evidenciadas em diferentes modelos animais 

(Hagiwara et al. 2000; Aires et al. 2012; Alturfan et al. 2012). Na intoxicação experimental por 

acrilamida, a NAC restaurou os níveis das transaminases séricas e reverteu a fibrose hepática, 

regulando a produção de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1 e IL-6) e o balanço 

oxidante/antioxidante (Alturfan et al. 2012). Durante esquistossomose experimental, a NAC 

atenuou o dano hepático, com diminuição dos níveis de NO e IFN-γ, elevação dos níveis de IL-

10 e redução do tamanho dos granulomas e do grau de fibrose (Aires et al. 2012). Na 

esteatohepatite não-alcoólica, a associação entre a NAC e a metformina reduziu a fibrose 

hepática e o infiltrado inflamatório (Oliveira et al., 2008). Desse modo, é possível que a NAC 

possa conter a fibrose hepática e aprimore o tratamento terapêutico da HAE com Asc. 

Portanto, no presente trabalho o Asc e a NAC foram avaliados terapeuticamente em um 

modelo murino de HAE induzida por ConA. Nos grupos tratados, o Asc ocasionou a redução 

dos níveis das transaminases, imunoglobulinas totais e do infiltrado inflamatório, bem como, o 

aumento da produção de TGF-β. Quando a NAC foi associada ao esquema terapêutico, a 

produção de colágeno foi controlada e acompanhada por níveis reduzidos de NO e IL-13. No 

grupo HAE+Asc+NAC também foi observada redução do peso hepático e níveis elevados de 

IL-5 e IL-10. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Extrato solúvel de Ascaris suum, Concanavalina A e N-acetil-L-cisteína 

O extrato de vermes adultos de A. suum foi produzido segundo protocolo de Souza et 

al. (2002), onde vermes adultos de A. suum foram lavados em solução salina e homogeneizados 

em tampão borato (BBS) pH 8,0 em um aparelho de Ultra-Turrax (Janke e Kunkel, Staufen, 

Alemanha). O homogenato foi centrifugado a 10.000 g durante 1 h. Em seguida, o precipitado 

foi ressuspendido em 400 ml de BBS e agitado overnight a 4 °C. A suspensão foi centrifugada 

e o sobrenadante dialisado contra água destilada overnight a 4 °C. O sobrenadante obtido foi 

centrifugado a 10.000 g por 2 h e liofilizado em alíquotas. Para administração nos animais, as 

alíquotas foram diluídas em solução estéril de tampão fosfato de sódio (PBS) 0,01M, pH 7,2. 
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A concanavalina A tipo IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) e a N-acetil-L-cisteína 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) foram diluídas em solução estéril de PBS 0,01M, pH 

7,2. 

 

Animais, formação dos grupos de estudo, esquema terapêutico e considerações 

éticas 

Camundongos machos BALB/c, provenientes do biotério do Laboratório de 

Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE), foram 

mantidos em gaiolas (5-6 animais), sob condições padronizadas de temperatura (22 °C ± 1) e 

luminosidade (ciclos de 12h de claro e 12h de escuro) e com água e alimento ad libitum.  

Para execução do estudo, três grupos (6 animais/grupo) foram formados e a HAE foi 

induzida em todos os animais através da administração por via intravenosa (v.i.) da Con A, na 

dose de 10 mg/Kg. Trinta minutos após sua indução, um grupo foi tratado com NAC, dose 200 

mg/kg, de 12/12h, durante 6 dias, por via oral (v.o.); e Asc, duas horas após a indução, em dose 

única de 1mg/animal por via intraperitoneal (i.p.) (grupo HAE+Asc+NAC). Enquanto outro 

grupo foi tratado com salina estéril por v.o. e Asc por via i.p. (Grupo HAE+Asc). Como controle 

tratamento, animais receberam apenas salina estéril (grupo HAE). O modelo experimental foi 

desenvolvido a partir dos estudos de Nascimento et al. 2014 e Aires et al. 2013. 

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) do Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco (nº 

23076.041797/2013-40). 

 

Dosagem das transaminases e imunoglobulinas totais 

Amostras de sangue foram coletadas (8, 24h e 7 dias) após indução da HAE e as 

transaminases e imunoglobulinas foram avaliadas no plasma por espectrofotometria. Os níveis 

das transaminases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) foram 

quantificados por metodologia cinética-UV (Labtest, Belo Horizonte, MG, BR) em 

espectrofotômetro Hitachi, Japan. As imunoglobulinas totais foram mensuradas por ELISA 

direto. As amostras foram distribuídas nas placas (100μL/poço) e anticorpos de cabra 

biotinilados anti-camundongo (Southern Biotechnology Associates, Inc., AL, USA) foram 

utilizados para detecção das imunoglobulinas. A reação foi revelada com o conjugado 

estreptoavidina-peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) e o-fenilenodiamino (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Mo., USA) em solução de tampão citrato 0,1 M/pH 5 mais H2O2. A reação 
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foi parada com solução de ácido cítrico 0,2 M e as placas lidas em 450 nm em leitor de ELISA 

Thermo Plate, TP-READER B. 

 

Cultura de esplenócitos, dosagem de citocinas e óxido nítrico 

Os camundongos foram anestesiados e eutanasiados 7 dias após indução da HAE e os 

baços dos animais dos grupos HAE, HAE+Asc e HAE+Asc+NAC foram coletados sob 

condições assépticas. Os esplenócitos foram cultivados em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Mo., USA), acrescido de antibióticos (penicilina e estreptomicina 100 mg/L), HEPES 

1M, L-glutamina 200 mM e suplementado com 10% de SFB (WL. Immunochemistry, Rio de 

Janeiro, Brazil). As células foram cultivadas com RPMI, Asc (20 μg/ml) ou ConA (10 μg/ml) 

por 24h (2.107 células/mL) e 72h (12.106 células/mL) em estufa a 37 ºC e 5% de CO2. 

Os sobrenadantes da cultura foram coletados e as citocinas determinadas por ELISA 

sanduiche com os anticorpos monoclonais de captura anti-IL5 (BVD1D11) e anti-IL10 (2A5)] 

e os anticorpos biotinilados [anti-IL5 (BVD624G2) e anti-IL10 (SXC1)]. Os anticorpos 

biotinilados foram detectados usando o conjugado estreptavidina/peroxidase (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, Mo., USA) e ABTS (2-2-azinobis (3-ethylbenzene-thiazoline-6-sulphonic acid) 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) diluído em tampão citrato 0,1M mais H2O2. As placas 

foram lidas em espectrofotômetro. As amostras foram quantificadas por comparação com curva 

padrão dos recombinantes das citocinas purificadas [rIL-5 (BD Pharmingen, Becton, Dickinson 

and Company, USA) e rIL-10 (BD Pharmingen, Becton, Dickinson and Company, USA)]. Os 

níveis de IL-13 (R&D, Minneapolis, USA) e TGF-β (Invitrogen, Novex, USA) foram obtidos 

através de kit comercial. A leitura foi realizada a 405 nm em leitor de ELISA Thermo Plate, 

TP-READER B. 

Os níveis de óxido nítrico (NO) foram determinados no sobrenadante da cultura através 

da reação colorimétrica de Griess (Griess 1879). O sobrenadante foi adicionado a placas de 96 

poços (3595, Costar, Cambridge, MA, USA) seguido do mesmo volume da solução reveladora, 

reagente de Griess (1% sulfonilamida e 0,1% naftiletilenodiamina) mais 2,5% de ácido 

fosfórico. Para confecção da curva padrão foi utilizada uma solução de nitrito de sódio (NaNO2) 

(Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) a 100 µM, com limite de detecção de 1,56 µM. A 

leitura foi realizada a 540 nm em leitor de ELISA Thermo Plate, TP-READER B. 

 

 

Obtenção do fígado para análise anatomohistopatológica 
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Após eutanásia, os fígados dos animais foram analisados macroscopicamente, pesados 

e fixados em formalina tamponada a 10%. Em seguida, um corte longitudinal da parte central 

do maior lobo foi realizado e o fragmento resultante foi fixado, desidratado e emblocado em 

parafina. Os cortes histológicos (4μm) foram obtidos em micrótomo horizontal Yamato (Japan) 

e corados com hematoxilina-eosina (HE) e tricrômico de Masson (TM) para análise 

histopatológica e morfométrica, respectivamente (Junqueira; Bignolos; Brentani, 1979) 

A análise histopatológica, contagem de leucócitos/campo em infiltrados inflamatórios 

no parênquima hepático, e o estudo morfométrico, mensuração da concentração de colágeno a 

partir da intensidade de coloração azul, foram mensurados através do software ImageJ® 

(National Institutes of Health, Bethesda, MD). Pelo menos 20 micrografias (aumento de 100x) 

aleatórias de cada lâmina foram retiradas para análise (Nascimento et al., 2014). 

 

Análise estatística 

Para comparação entre os diferentes grupos, foi empregada a Análise de Variância 

(ANOVA) para os dados paramétricos. Quando a ANOVA revelou a existência de diferença 

significativa, foi utilizado o Teste de Tukey, a fim de identificar quais grupos diferiram entre 

si. A significância estatística foi considerada admitindo-se um nível crítico de 5% em todos os 

casos. 

 

RESULTADOS 

 

Tratamento terapêutico com Asc e NAC melhoram os parâmetros avaliados na 

HAE  

Após administração da ConA, o dano hepatocelular pode ser evidenciado pela elevação 

sérica dos níveis das transaminases e das imunoglobulinas totais e pelo aumento do peso 

hepático (Fig. 1). Os grupos de animais tratados terapeuticamente com o Asc e com a NAC 

apresentaram níveis reduzidos de ALT e AST quando comparados ao grupo HAE, entretanto 

uma redução significativa foi observada apenas no 7º dia (Fig. 1a, b). A produção de Ig total 

foi reduzida no grupo HAE+Asc em 7 dias, enquanto no grupo HAE+Asc+NAC essa produção 

foi estatisticamente menor em 8-24 horas (Fig. 1c). Em relação ao peso hepático, somente o 

grupo HAE+Asc+NAC apresentou um redução significativa quando comparado com o grupo 

HAE e HAE+Asc (Fig. 1d).  
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Figura 1. Níveis das transaminases, imunoglobulinas totais e peso do fígado após indução da HAE e 

tratamento terapêutico com Asc e Asc+NAC. Transaminases ALT (A) e AST (B), imunoglobulinas totais 

(C) e peso do fígado (D). *p < 0,05 comparado com o grupo HAE; **p < 0,05 comparado com o grupo 

HAE+Asc. Colocar como os resultados foram calculados. 

 

Níveis de NO e citocinas após o tratamento terapêutico com Asc e NAC 

Células esplênicas dos animais com HAE e os submetidos ao tratamento foram 

cultivadas com Asc ou ConA e os sobrenadantes coletados para dosagem de citocinas e NO. O 

sobrenadante de células cultivadas apenas com meio de cultura também foi avaliado (basal). 

Nos animais do grupo HAE são observados níveis basais baixos de IL-5, enquanto que nos 

animais tratados sua produção foi maior, com aumento significante apenas no grupo 

HAE+Asc+NAC. Sob estímulo da ConA, a produção de IL-5 foi significativamente menor nos 

grupos HAE e HAE+Asc, porém maior no grupo HAE+Asc+NAC. Quando estimulados pelo 

Asc, apenas os grupos tratados tiveram aumento de sua produção, o qual foi significante apenas 

no grupo HAE+Asc+NAC (Fig. 2a). 

A produção basal de IL-10 foi maior nos animais tratados quando comparados ao grupo 

HAE. O estimulo com a ConA ocasionou aumento de sua produção em todos os grupos, mas 

somente o grupo HAE+Asc+NAC demonstrou significância. Sob estímulo do Asc, sua 

produção foi significante apenas no grupo HAE+Asc+NAC (Fig. 2B). A produção basal de IL-
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13 atingiu altos níveis no grupo HAE em oposição aos baixos níveis observados nos grupos 

tratados. O estímulo induzido pela ConA elevou os níveis de IL-13 no grupo HAE+Asc+NAC, 

entretanto a estimulação com o Asc inibiu sua síntese (Fig. 2C). 

Com relação à produção de TGF-b houve aumento da sua produção basal nos animais 

tratados quando comparados ao grupo HAE, entretanto não houve diferença estatística. O 

estímulo in vitro com a ConA induziu níveis de TGF-β, superiores aos induzidos pelo Asc, 

apenas nos grupos HAE+Asc e HAE+Asc+NAC (Fig. 2D). 

Foi observada a produção aumentada de NO, apenas sob estímulo in vitro da ConA e 

somente no grupo HAE. Nos grupos tratados apenas com Asc a produção basal de NO foi 

superior a dos grupos HAE e HAE+Asc+NAC, que apresentaram níveis semelhantes (Fig. 2E). 
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Figura 2. Níveis das citocinas produzidas por esplenócitos 7 dias após indução da HAE e tratamento terapêutico 

com Asc e Asc+NAC. Os esplenócitos foram cultivados in vitro sem estímulo ou estimulados com Asc (20μg/mL) 

e ConA (10μg/mL) nos tempos de 24h (2.107 células/mL) e 72h (12.106 células/mL). As citocinas foram 

mensuradas no sobrenadante em 24h (IL-10) e 72h (IL-5, IL-13 e TGF-β) por ELISA de captura. O NO foi 

mensurado no sobrenadante em 24h. Níveis de IL-5 (A), IL-10 (B), IL-13 (C), TGF-β (D) e NO (E). *p < 0,05 

comparado com o grupo HAE; **p < 0,05 comparado com o grupo HAE+Asc 
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Análise anatomohistopatológica do fígado 

Nos animais do grupo HAE, na análise macroscópica do fígado, foram observadas 

alterações no parênquima hepático: áreas de coloração branca, levemente endurecidas a 

palpação e sem aderências locais, que acometem proporções maiores do órgão, sem contornos 

e limites definidos. Todavia, nos animais tratados são observadas áreas de menor extensão, 

focais e bem delimitadas. O tecido cicatricial pode ser observado em todos os grupos (Fig. 3). 

 

 

 

Figura 3. Aspecto macroscópico do fígado de camundongos decorridos 7 dias após indução da HAE e 

tratamento terapêutico com Asc e Asc+NAC. (A) Grupo HAE; (B) Grupo HAE+Asc e (C) Grupo 

HAE+Asc+NAC. Setas brancas indicam áreas de tecido cicatricial. 

 

A análise histomorfométrica do tecido hepático mostra a presença de leucócitos e 

colágeno no grupo HAE, bem como no grupo HAE+Asc. Contudo, no grupo HAE+Asc+NAC 

houve redução significativa do infiltrado inflamatório e indução de menos fibrose quando 

comparados ao outros grupos (Tabela 1). 

Tabela 1. Análise histomorfométrica do tecido hepático 

Grupos Histologia  Morfometria 

Leucócitos/campo (±DP)§ Colágeno/cm2(±DP)¥ 

HAE 962 (67,02)  126,51 (5,48) 

HAE+Asc 767 (168,15) 127,36 (4,88) 

HAE+Asc+NAC 587 (63,82)* 108 (10,37)* ** 

§
Média ± desvio padrão de leucócitos contados por campo obtidos de diferentes grupos usando o software ImageJ 

¥
Média ± desvio padrão da proporção de colágeno obtidos de diferentes grupos usando o software ImageJ 

*p < 0,05 comparado com o grupo HAE; **p < 0,05 comparado com o grupo HAE+Asc 

 

DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, avaliamos os efeitos terapêuticos do Asc e de sua associação com a NAC 

em um modelo animal que mimetiza a HAI em humanos. A administração terapêutica do Asc 

atenuou a dano hepatocelular, ocasionando uma redução dos níveis das transaminases e 

imunoglobulinas totais através da indução de uma resposta imune de perfil Th2. Quando a NAC 
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foi associada ao esquema terapêutico, esse efeito hepatoprotetor foi mais evidente, com redução 

precoce dos marcadores sorológicos e do peso hepático e pela sustentação de uma resposta Th2, 

com níveis elevados de IL-10, e uma produção reduzida de NO e IL-13. 

A administração do Asc induz um aumento da produção de IL-4, IL-10 e IL-13 em 

animais com HAE (Nascimento et al. 2014). Essas citocinas tem sua produção intensificada 

durante as helmintíases e são, juntamente com a IL-5, importantes no controle da infecção 

(Girgis et al. 2013). Aqui, observamos maior produção de IL-5 e TGF-β. Estes resultados em 

conjunto apontam para um perfil Th2/T regulatório(Treg). Essa polarização da resposta imune 

para um perfil Th2 pode exercer funções inibitórias sob o perfil pró-inflamatório observado na 

HAE, onde as citocinas IL-10 e IL-4 são importantes por inibirem a produção e proliferação de 

células Th1. As infecções por helmintos também induzem a expansão de linfócitos Treg, que 

podem limitar agressão imune através da produção de IL-10 e TGF-β. Essas células são 

essenciais para manutenção da autotolerância e sua deficiência é comum em doenças 

autoimunes (Wang et al. 2012; Carambia e Herkel 2010). 

A citocina TGF-β mantém o controle homeostático das reações imunes inatas e 

celulares, por inibir a função e ativação de células T, macrófagos e células dendríticas. 

Entretanto, está citocina pode exercer efeitos complexos sobre a diferenciação de subconjuntos 

funcionalmente distintos de células T, mediando respostas pró-inflamatórias ou anti-

inflamatórias (Schon e Weiskirchen, 2014). Na presença de TGF-β e IL-6 é induzido um perfil 

clássico de linfócitos Th17, produtores de IL-21, IL-9 e IL-10. Entretanto, na ausência de TGF-

β e presença de IL-6 e IL-23, são geradas células Th17 mais patogênicas, produtoras de IL-22, 

fator estimulador de colônias granulocíticas-monocíticas (GM-CSF) e IFN-γ (Akdis et al. 

2012). Além disso, tem sido demonstrado que na ausência de IL-6, o TGF-β favorece a geração 

de linfócitos Treg (Bettelli et al. 2006). Aqui, acreditamos que o perfil Th2 induzido pela Asc 

pode contrabalancear a ação da IL-6 e favorecer a ação anti-inflamatória do TGF-β, com 

possível geração de células Treg. 

O potencial hepatoprotetor do Asc pode estar relacionado com sua capacidade de 

suprimir a resposta imune humoral e celular, cujas propriedades são mediadas por componentes 

de alto peso molecular, que apresentam efeito supressivo por induzir a produção de TGF-β  e 

IL-10 (Antunes et al. 2014; Araújo et al. 2008; Oshiro et al. 2005; Souza et al. 2002). Níveis 

aumentados dessas citocinas nos grupos HAE+Asc e HAE+Asc+NAC podem estar 

relacionados com o controle da resposta inflamatória e limitação do dano hepatocelular, 

refletido na redução das transaminases, imunoglobulinas totais e no peso hepático. 



54 

 

O perfil de citocinas observado nos grupos HAE+Asc e HAE+Asc+NAC sugere que o 

Asc induziu a diferenciação de linfócitos Treg, como  observada na asma alérgica, onde proteína 

1 do A. suum (PAS-1) inibiu seu desenvolvimento por indução de um aumento significativo de 

linfócitos T regulatórios e secreção de IL-10/TGF-β (Araújo et al. 2010). Sua expansão e o 

aumento funcional durante as infecções por helmintos podem ser responsável pela supressão 

imune em diferentes modelos de doenças inflamatórias (Yang et al. 2014; Carranza et al. 2012; 

Wilson et al. 2005).  

A resposta inflamatória na HAE é caracterizada pela polarização de um perfil Th1 (IFN-

γ, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-1) e envolve participação de linfócitos, células endoteliais sinusoidais, 

KC e HSC (Sclavons et al. 2013;  Zheng et al. 2009; Wang et al. 2012). O Asc pode alterar a 

expressão de moléculas do complexo maior de histocompatibilidade(MHC) classe II e 

coestimulatórias (grupo de diferenciação(CD)40, CD80 e CD86) em células apresentadoras de 

antígeno(APCs), afetando a ativação de células T e reduzindo a hiperresponsividade celular via 

mecanismos dependentes de IL-10  (Silva et al. 2006; Faquim-Mauro; Macedo, 1998). Em 

conjunto com o Asc, a NAC pode reduzir a expressão gênica do fator de transcrição fator 

nuclear(NF)-κB em linfócitos T, limitando a produção de citocinas pró-inflamatórias, e modular 

a expressão de óxido nítrico sintase induzida(iNOS) em KC, limitando a apoptose nos 

hepatócitos, por redução da produção de NO e ROS (Oliveira et al. 2008; Majano et al. 2004; 

Zafarullah et al. 2003). Além de interromper maturação de células dendríticas, alterando a 

expressão de moléculas de superfície (antígeno leucocitário humano(HLA)-DR, CD86 e CD40) 

e as respostas primárias de linfócitos T (Verhasselt et al. 1999).  

Um microambiente hepático com os altos níveis de IL-13 promove fibrose como parte 

da fase de reparação tecidual, por estimular fibroblastos e macrófagos alternativamente ativados 

(M2) a sintetizarem colágeno (Sugawara et al. 2011; Benzel et al. 2012). De fato, o Asc induziu 

a síntese de IL-13 acompanhado de aumento de fibrose no grupo HAE (Nascimento et al. 2014). 

Aqui, no grupo HAE+Asc+NAC a produção de IL-13 foi inferior a do grupo HAE e associada 

com a redução dos níveis de NO, do infiltrado inflamatório e da produção de colágeno. Ao 

reduzir síntese de NO por KC e diminuir a taxa de apoptose dos hepatócitos, a NAC limite a 

ativação de HSC (CZAJA, 2014b). Além de reduzir a contratilidade e capacidade de migração 

dos fibroblastos, bem como sua responsividade ao TGF-β e diferenciação em miofibroblastos 

(Shi-Wen et al. 2012; Sugiura et al. 2009). Dessa forma, a associação da NAC ao Asc foi capaz 

de controlar a fibrogênese e o processo inflamatório. 

CONCLUSÃO 
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A estratégia de tratamento para HAE foi melhorada quando a NAC foi associada ao Asc 

no esquema terapêutico. O controle da fibrose e do infiltrado inflamatório no tecido hepático 

pode ser depende níveis diminuídos de NO e de IL-13. 
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ABSTRACT  
 

Background and objectives: The adult worm extract of Ascaris suum (Asc) has potent anti-

inflammatory and immunosuppressive effect, however during experimental autoimmune 

hepatitis was capable of inducing collagen production. The N-acetyl-L-cysteine (NAC), which 

has antioxidants and antifibrotic properties, may enhance the action of Asc in models of 

inflammatory disorders, reducing collagen synthesis. Therefore, the aim of this study was to 

evaluate the effects of Asc and its association with the NAC as a treatment strategy for 

autoimmune hepatitis, which exhibit the cirrhosis as main complication arising from failure to 

conventional therapy. 

Methodology: Experimental autoimmune hepatitis was induced by intravenous administration 

of concanavalin A lectin in Balb/c animals (EAH). After induction, one group was treated with 

Asc(HAE+Asc) and another group with Asc and NAC (HAE+Asc+NAC). As a control, one 

group was treated with saline (HAE). Were quantified and compared between groups liver 

weight, aminotransferase levels and total immunoglobulins and anatomopathological analysis, 

nitric oxide (NO) production and cytokine interleukin(IL)-5, IL10, IL-13 and the transforming 

growth factor beta (TGF-β). 

Results: In the treated groups, the ASC caused the reduction in levels of transaminases, total 

immunoglobulins and inflammatory infiltration, as well as increases TGF-β production 

compared with the group EAH. When the NAC was associated with the treatment regimen, 

collagen production was controlled and accompanied by reduced levels of NO and IL-13. In 

EAH+Asc+NAC group was also observed reductions in liver weight and high levels of IL-5 

and IL-10.  

Conclusion: The treatment strategy for HAE were improved when NAC was associated with 

Asc the therapeutic regimen. 

 

Keywords: Ascaris suum. N-acetyl-L-cysteine. Autoimmune hepatites. Immunomodulation. 

Fibrosis 
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INTRODUTION 

 

Autoimmune hepatitis (AIH) is a chronic inflammatory disease of unknown etiology, 

characterized by the presence of circulating autoantibodies, hypergammaglobulinemia and 

necro-inflammatory changes (Makol et al. 2011). His treatment is accomplished by 

immunosuppressive therapy, aimed at controlling cell hyperresponsiveness dependent on T and 

B cells, improving clinical symptoms and increasing survival of patients (Manns et al. 2010). 

However, secondary complications such as cirrhosis, which is a risk factor for the development 

of hepatocellular carcinoma, usually occur in 40% of treated patients (Teufel et al. 2009; 

Yeoman et al. 2008). Thereby, the development of new therapeutic approaches that supplement 

the conventional treatment becomes indispensable.  

Helminth infection or immunization with their products has been evaluated in different 

models of experimental autoimmune diseases and inflammatory disorders, assisting in the 

development of therapies for human diseases (Sofronic-Milosavljevic et al. 2013; Carranza et 

al. 2012; Pesce et al. 2009). Regarding the statement of adult worms of Ascaris suum (Asc), 

their potential anti-inflammatory and immunosuppressive effect has been demonstrated in 

models of allergic asthma, rheumatoid arthritis and experimental autoimmune hepatitis (EAH) 

and it was associated with their ability to induce high levels of interleukin(IL)-10 and 

transforming growth factor(TGF)-β (Nascimento et al. 2014; Cho et al. 2011; Rocha et al. 

2008).  

The induction of autoimmune hepatitis model is based on the intravenous administration 

of the lectin concanavalin A (ConA) and causes a massive increase in CD4+ T cells in the liver 

parenchyma, leading to secretion of proinflammatory cytokines (IL-1, IL-2, IL-6, granulocytic 

colony-stimulating factor (G-CSF), tumor necrosis factor (TNF)-α and interferon(IFN)-γ) 

(Sclavons et al. 2013; Tiegs et al. 1992; Wang et al. 2012). Kupffer cells (KC) and hepatic 

stellate cells (HSC) also involved in its pathogenesis by promoting inflammation (reactive 

oxygen species (ROS) and NO) and fibrogenic responses (Czaja 2014; Cohen-Naftaly and 

Friedman 2011). The prophylactic and therapeutic treatment of HAE with Asc attenuated liver 

damage, reducing the inflammatory infiltration and induction of an immunosuppressive T 

helper profile (Th)2 (IL-4, IL-10 and IL-13). However, it was observed in the therapeutic 

treatment increased fibrosis (Nascimento et al. 2014). Knowing that the prophylactic treatment 

of AIH becomes unviable, because it is a complex and unpredictable disease etiology, the 

improvement of the therapeutic treatment is more feasible from a clinical standpoint. 
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The N-acetyl-L-cysteine (NAC) has potent antioxidant effect and its ability 

immunomodulatory and antifibrotic action has been evidenced in different animal models. 

(Hagiwara et al. 2000; Aires et al. 2012; Alturfan et al. 2012). In experimental poisoning 

acrylamide, the NAC restored the levels of serum transaminases and reversed liver fibrosis, 

regulating the production of inflammatory mediators (TNF-α, IL-1 and IL-6) and 

oxidant/antioxidant balance (Alturfan et al. 2012). During experimental schistosomiasis, the 

NAC attenuated the liver injury with decreased levels of NO and IFN-γ, elevated levels of IL-

10 and reducing the size of granulomas and the degree of fibrosis (Aires et al. 2012). In the 

non-alcoholic steatohepatitis, his association between the NAC and metformin reduced liver 

fibrosis and inflammatory infiltrate (Oliveira et al., 2008). Thus, it is possible that the NAC 

may contain liver fibrosis and improve the therapeutic treatment of HAE with Asc. 

Therefore, in this study the Asc and the NAC were therapeutically evaluated in a murine 

model of HAE induced by ConA. In the treated groups, the Asc caused a reduction in levels of 

transaminases, total immunoglobulin and inflammatory infiltrate, as well as increased 

production of TGF-β. When NAC was associated with the treatment regimen, the production 

of collagen was controlled and monitored by reduced levels of NO and IL-13. In the 

EAH+Asc+NAC group was also observed reductions in liver weight and increased levels of 

IL-5 and IL-10. 

 

MATERIALS AND METHODS 

 

Soluble extract of Ascaris suum, Concanavalin A and N-acetyl-L-cysteine 

 

The extract of adult A. suum worms was obtained using the protocol of Souza et al. 

(2002). Briefly, live adult A. suum worms were washed in saline and homogenized in 

boratebuffered saline (BBS) at pH 8,0 in an Ultra-Turrax apparatus (Janke and Kunkel, Staufen, 

Germany). The homogenate was centrifuged at 10.000 g for 1 h. Then, the precipitate was 

resuspended in 400 ml and stirred in BBS overnight at 4 °C. This suspension was centrifuged, 

the supernatant was dialyzed against distilled water overnight at 4 °C, and the supernatant was 

centrifuged at 10.000 g for 2 h and lyophilized (Souza et al. 2002). For administration in 

animals, aliquots were diluted in sterile 0,01M sodium phosphate-buffered saline (PBS) at pH 

7,2. 

The concanavalin A type IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) end the N-acetyl-L-

cysteine (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) were diluted in sterile 0,01M PBS, pH 7,2. 
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Animals, formation of study groups, therapeutic regimen and ethical 

considerations 

Eight-week-old male BALB/c mice were housed in the animal care facility at the 

Laboratory of Immunopathology Keizo. The animals were kept in cages (5-6 animais), under 

standard temperature conditions (22 °C ± 1) and luminosity (12 hour cycles of light and 12 

hours of dark) and with food and water ad libitum. 

To implement the survey, three groups (6 animals / group) were formed and the EAH 

was induced in all animals by the intravenous administration of the Con A, at a dose of 10 

mg/kg. Thirty minutes after induction, one group was treated with NAC, dose 200 mg/kg, of 

12/12h, during 6 days, orally; and Asc, two hours after induction, in a single dose of 1mg/animal 

by via intraperitoneal (EAH+Asc+NAC group). While another group was treated with saline 

orally and Asc by via intraperitoneal (EAH+Asc group). As treatment control, animals received 

only saline sterile (EAH group). The experimental model was developed from studies of 

Nascimento et al. 2014 and Aires et al. 2013. 

The protocol for these studies was approved by the Ethics Committee for the Research Center 

of Biological Sciences/ UFPE (nº 23076.041797/2013-40). 

 

Evaliation of transaminases and total immunoglobulin 

Blood samples were collected (8, 24 hours and 7 days) after induction of the EAH and 

the transaminases and immunoglobulins in the plasm were evaluated by spectrophotometry. 

The levels of the alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) 

transaminases were quantified by kinetic-UV methods (Labtest, Belo Horizonte, MG, BR). The 

total imunoglobulins were quantified by direct ELISA. The samples were distributed on the 

plates (100μL/well) and anti-mouse goat-biotinylated antibody (Southern Biotechnology 

Associates, Inc., AL, USA) were used for detection of the immunoglobulins. The reaction was 

developed with a streptavidin-peroxidase conjugate (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) and 

an O-phenylenediamine (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) solution in 0.1-M citrate buffer 

plus H2O2. After addition of 0.2-M citric acid solution to stop the reaction, the plates were read 

at 450 nm in an automated ELISA reader. 

 

Culture of splenocytes, dose cytokines and nitric oxide 

The mice were anesthetized and euthanized 7 days after induction of the EAH and the 

spleens of animals of EAH, EAH+Asc and EAH+Asc+NAC groups were collected under 

aseptic conditions.  



72 

 

The splenocytes were cultured in RPMI 1640 plus antibiotics (penicillin and 

streptomycin 100 mg/L), HEPES 1 M and L-glutamine (200 mM) supplemented with 10% fetal 

bovine serum (FBS; WL. Immunochemistry, Rio de Janeiro/Brazil). The cells were cultured 

with RPMI, Asc (20 μg/ml), or ConA (5 ng/ml), for 24 (2.107 cells/mL) and 72h (12.106 

cells/mL) at 37 °C and 5 % CO2. 

The cell culture supernatant was harvested, and the cytokine levels were measured using 

specific two-site sandwich ELISA with capture monoclonal antibodies anti-IL5 (BVD1D11) 

and  anti-IL10 (2A5)] and biotinylated antibodies [anti-IL5 (BVD624G2) and anti-IL10 

(SXC1)]. Binding of biotinylated antibodies was detected using a streptavidin-peroxidase 

conjugate (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) and an ABTS (2-2-azinobis (3-ethylbenzene-

thiazoline-6-sulphonic acid) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo., USA) solution in 0.1-M citrate 

buffer plus H2O2. The plates were read at 405 nm in an automated ELISA reader. The samples 

were quantified by comparison with standard curves of the purified recombinant cytokines [rIL-

5 (BD Pharmingen, Becton, Dickinson and Company, USA) and rIL-10 (BD Pharmingen, 

Becton, Dickinson and Company, USA)]. The levels of IL-13 (R&D, Minneapolis, USA) and 

TGF-β (Invitrogen, Novex, USA) were obtained using comercial kit 

The levels of nitric oxide (NO) was determined in the culture supernatant by the Griess 

colorimetric reaction (Griess 1879). The supernatant was added to 96 well plates (3595, Costar, 

Cambridge, MA, USA) followed by the same volume of developer solution, Griess reagent (1% 

sulfonilamide and 0,1% naphthylethylenediamine) plus 2,5% of phosphoric acid. For 

production, a standard curve of sodium nitrite (NaNO2) (Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA) 

solution was used  a 100 µM, with a detection limit of 1,56 µM. The plates were read at 540 

nm in an automated ELISA reader. 

 

Obtaining the liver to anatomopathological analysis 

After euthanasia, the livers of the animals were collected, examined macroscopically, 

weighed, and fixed in 10 % buffered formalin for histological analysis. Then, a longitudinal 

section of the central part of the larger lobe was performed and the a longitudinal section of the 

central part of the larger lobe was performed. Histological sections (4 μm) were obtained on a 

horizontal microtome Yamato (Japan). Fragments for the histopathological and morphometric 

study were stained with hematoxylin-eosin (HE) and Masson trichrome (TM; selective for 

collagen), respectively (Junqueira; Bignolos; Brentani, 1979) 

Histological analysis was performed using the inflammatory infiltrate in the hepatic 

parenchyma and through lymphocyte count/field using the ImageJ software (National Institutes 
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of Health, Bethesda, MD). Morphometric study also was obtained using ImageJ software, by 

measuring the concentration of collagen from the blue stain intensity. At least 20 random 

photographs were taken by field (original magnification×100) for analysis (Nascimento et al., 

2014). 

 

Statistical analysis 

For statistical analysis, we used GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA). For comparison between the different groups, it was used the Analysis of Variance 

(ANOVA) for the parametric data. When ANOVA revealed a significant difference, it was used 

the Tukey test to identify which groups differed. All findings were considered significant at p 

< 0,05. All procedures were repeated three times to evaluate the reproducibility of the results. 

 

RESULTS 

 

Therapeutic treatment with NAC and Asc improve the evaluated parameters in 

the EAH 

After administration of ConA, the hepatocellular damage may be evidenced by elevated 

serum transaminase levels and total immunoglobulins and increased liver weight (Fig. 1). 

Groups of animals therapeutically treated with the Asc and NAC had lower levels of ALT and 

AST as compared to EAH group, however, a significant decrease was observed only on the 7th 

day (Fig. 1a, b). The production of total Ig was reduced in EAH+Asc group in 7 days, while in 

EAH+Asc+NAC group this production was statistically lower in 8-24 hours (Fig. 1c). In 

relation to the liver weight, only the EAH+Asc+NAC group showed a significant reduction 

when compared with the HAE and HAE+Asc groups (Fig. 1d). 
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Figure 1. Transaminases levels, total immunoglobulins and liver weight after induction of EAH and therapeutic 

treatment with Asc and Asc+NAC. ALT (A) and AST (B) transaminases, total immunoglobulins (C) and liver 

weight (D). *p < 0,05 compared with the EAH group; **p < 0,05 compared with the EAH+Asc group. 

 

Cytokines and NO levels after the therapeutic treatment with NAC and Asc 

Splenic cells of animals with EAH and the subjected to treatment were cultured with 

ASC or ConA and supernatants collected for measurement of cytokines and NO. The 

supernatant of cells cultured with medium alone was also evaluated culture (basal). In animals 

of EAH group are observed low baseline levels of IL-5, whereas in the treated animals was 

higher production, with a significant increase only in the EAH+Asc+NAC group. Under 

stimulation of ConA, the production of IL-5 was significantly lower in the  EAH and EAH+Asc 

groups, but higher in EAH+Asc+NAC group. When stimulated by Asc, only the treated groups 

had increased their production, which was significant only in the EAH+Asc+NAC group (Fig. 

2a). 

The basal production of IL-10 was higher in the treated animals compared to EAH 

group. The stimulation with Con A caused an increase of its production in all groups, but only 

EAH+Asc+NAC group showed significance. Under the stimulus Asc, its production was 
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significant only in the EAH+Asc+NAC group (Fig. 2B). The basal production of IL-13 reached 

high levels in HAE group as opposed to the low levels seen in groups treated. The stimulation 

induced by ConA elevated IL-13 levels in the EAH+Asc+NAC group, however stimulation 

with Asc inhibit its synthesis (Fig. 2C). 

In relation he production of TGF-b was increasing its basal production in the treated 

animals compared to EAH group, however there was no statistical difference. The in vitro 

stimulation with ConA induced TGF-β levels higher than those induced by Asc only in the EAH 

and EAH+Asc+NAC groups (Fig. 2D). 

Increased production of NO was observed only in vitro stimulation of ConA and and 

only in the HAE group. In the groups treated only with Asc, the basal production of NO was 

higher than the EAH and EAH+Asc+NAC groups, which showed similar levels (Fig. 2E). 
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Figure 2. Levels of cytokines produced by spleen 7 days after induction of the EAH and and therapeutic treatment 

with Asc and Asc+NAC. The splenocytes were cultured in vitro without stimulus or stimulated with Asc 

(20μg/mL) and ConA (10μg/mL) in times of 24h (2.107 células/mL) and 72h (12.106 células/mL). The cytokines 

were measured in the supernatant in 24h (IL-10) and 72h (IL-5, IL-13 e TGF-β) for capture ELISA. The NO was 

mensured in the supernatant in 24h. Levels of IL-5 (A), IL-10 (B), IL-13 (C), TGF-β (D) and NO (E). *p < 0,05 

compared with the EAH group; **p < 0,05 compared with the EAH+Asc group 
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Anatomopathological examination of the liver 

In animals of the EAH group, in the macroscopic analysis of the liver, changes were 

observed in the liver parenchyma: white colored areas, slightly hardened palpation and without 

local adhesions, affecting larger proportions of the body, without defined borders and 

boundaries. However, in the treated animals are observed areas lesser extent, focus and well 

defined. The scar tissue can be observed in all groups (Fig. 3). 

 

Figure 3. Macroscopic appearance of the mouse liver after 7 days after induction of HAE and therapeutic 

treatment with Asc and Asc+NAC. (A) EAH group; (B) EAH+Asc group and (C) Grupo EAH+Asc+NAC 

group. White arrows indicate areas of scar tissue. 

 

The histomorphometric analysis of liver tissue showing the presence of collagen in 

leukocytes and EAH group, as well as in the EAH+Asc group. Although, in the 

EAH+Asc+NAC group there was significant reduction in the inflammatory infiltrate and 

induction less fibrosis as compared to the other groups (Table 1). 

Table 1. Histomorphometric analysis of liver tissue 

Grups Histology  Morphometry 

Leukocytes/field (±SD)§ Collagen/cm2(±SD)¥ 

EAH 962 (67,02)  126,51 (5,48) 

EAH+Asc 767 (168,15) 127,36 (4,88) 

EAH+Asc+NAC 587 (63,82)* 108 (10,37)* ** 

§
Mean ± standard deviation of leukocytes counted by field from different groups using ImageJ software 

¥
Mean ± standard deviation ratio of collagen obtained from different groups using ImageJ software 

*p < 0,05 compared with EAH group; **p < 0,05 compared with EAH+Asc group 

 

DISCUSSION 

 

In this study, we evaluated the therapeutic effects of Asc and its association with the 

NAC in an animal model that mimics the AIH in humans. The therapeutic administration of the 

Asc attenuated hepatocellular damage, causing a reduction in the levels of transaminases and 

total immunoglobulins by inducing an immune response Th2. When NAC was associated with 

the treatment regimen, this hepatoprotective effect was more evident, with early reduction of 
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serum markers and liver weight and support of a Th2 response, with elevated levels of IL-10, 

and a reduced production of NO and IL-13. 

The administration of the Asc induces an increase in the IL-4, IL-10 and IL-13 in animal 

EAH (Nascimento et al. 2014). These cytokines production has increased during the helminths 

and are, together with IL-5, important in controlling infection. (Girgis et al. 2013). Here, we 

noted the increased production of IL-5 and TGF-β. These results together suggest a 

Th2/regulatory T(Treg) profile. This polarization of the immune response into a Th2 profile 

can have inhibitory functions under the proinflammatory profile observed in the EAH, where 

IL-10 and IL-4 are important cytokines by inhibiting the production and proliferation of Th1 

cells. Helminth infections also induce the expansion of Treg lymphocytes, which may limit 

immune assault by the production of IL-10 and TGF-β. These cells are essential for the 

maintenance of self-tolerance and its deficiency is common in autoimmune diseases. (Wang et 

al. 2012; Carambia and Herkel 2010). 

TGF-β cytokine maintains the homeostatic control of innate and cellular immune 

responses by inhibiting the function and activation of T cells, macrophages and dendritic cells. 

However, it is cytokine can have complex effects on differentiated functionally distinct subsets 

of T cells, mediating pro-inflammatory or anti-inflammatory responses (Schon and 

Weiskirchen, 2014). In the presence of TGF-β and IL-6 is induced a classic profile Th17 

lymphocytes, producing IL-21, IL-9 and IL-10. However, in the absence of TGF-β and presence 

of IL-6 and IL-23, are generated more pathogenic Th17 cells, produtoras de IL-22, fator 

estimulador de colônias granulocíticas-monocíticas (GM-CSF) e IFN-γ (Akdis et al. 2012). 

Moreover, it has been shown that in the absence of IL-6, the TGF-β promotes the generation of 

Treg lymphocytes (Bettelli et al. 2006). Here, believe that the Th2 profile induced by the Asc 

can counteract IL-6 action and favor the TGF-β anti-inflammatory action, with possible 

generation of Treg cells. 

The hepatoprotective potential of Asc may be related to its ability to suppress the 

humoral and cellular immune response, whose properties are mediated by high molecular 

weight components, which have a suppressive effect by inducing the production of TGF-β and 

IL-10 (Antunes et al. 2014; Araújo et al. 2008; Oshiro et al. 2005; Souza et al. 2002). Increased 

levels of these cytokines in EAH+Asc and EAH+Asc+NAC groups can be related to the control 

of the inflammatory response and limitation of hepatocellular damage, reflected in the reduction 

of transaminases, total immunoglobulins in the liver weight. 

The cytokine profile observed in the EAH+Asc and EAH+Asc+NAC groups suggesting 

that the Asc induced differentiation of Treg lymphocytes, as observed in the allergic asthma, 
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where protein 1 from A. suum (PAS-1) inhibited their development by inducing a significant 

increase in regulatory T lymphocytes and  IL-10/TGF-β secretion (Araújo et al. 2010). Its 

expansion and functional increased during helminth infections may be responsible for immune 

suppression in different models of inflammatory diseases (Yang et al. 2014; Carranza et al. 

2012; Wilson et al. 2005). 

The inflammatory response in HAE is characterized by a polarization of a Th1 profile 

(IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-1) and involves participation of lymphocytes, sinusoidal 

endothelial cells, KC and HSC (Sclavons et al. 2013;  Zheng et al. 2009; Wang et al. 2012). 

The Asc can change the expression of molecules of major histocompatibility complex(MHC) 

class II and costimulatory (cluster differentiation(CD)40, CD80 and CD86) in antigen 

presenting cells(APCs), affecting T-cell activation and reducing cell hyperresponsiveness 

pathway-dependent mechanisms IL-10  (Silva et al. 2006; Faquim-Mauro; Macedo, 1998). In 

conjunction with Asc, the NAC can reduce the gene expression of the nuclear transcription 

factor(NF)-κB in T lymphocytes, limiting the production of pro-inflammatory cytokines, and 

modulating the expression of induced nitric oxide synthase(iNOS) in KC, limiting apoptosis in 

hepatocytes, by reducing the production of NO and ROS (Oliveira et al. 2008; Majano et al. 

2004; Zafarullah et al. 2003). In addition to disrupt dendritic cell maturation, altering the 

expression of surface molecules (human leukocyte antigen(HLA)-DR, CD86 and CD40) and 

the primary responses of T lymphocytes (Verhasselt et al. 1999).  

A liver microenvironment with high IL-13 levels promotes fibrosis as part of the tissue 

repair phase, by stimulating fibroblasts and alternatively activated macrophages (M2) to 

synthesize collagen (Sugawara et al. 2011; Benzel et al. 2012). Indeed, the Asc induced 

synthesis of IL-13 accompanied by increased fibrosis in the EAH group (Nascimento et al. 

2014). Here, in the EAH+Asc+NAC group the producion of IL-13 was less than EAH group 

and associated with reduced levels of NO, the inflammatory infiltrate and the collagen 

production. By reducing NO synthesis by KC and decreasing the rate of apoptosis of 

hepatocytes, the NAC limit HSC activation (CZAJA, 2014b). In addition to reducing 

contractility and migration ability of fibroblasts, as well as their responsiveness to TGF-β and 

differentiation into myofibroblasts (Shi-Wen et al. 2012; Sugiura et al. 2009). Thus, the 

association of NAC to Asc has been able to control the inflammatory process and fibrogenesis. 

 

CONCLUSION 
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The treatment strategy for HAE was improved when NAC was associated with Asc in 

the therapeutic regimen. The control of fibrosis and inflammatory infiltrate in liver tissue may 

be dependent of reduced levels of NO and IL-13. 
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