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RESUMO

O tratamento com extrato de vermes adultos de Ascaris suum (ASC) atenuou 0 dano
hepético na hepatite autoimune experimental (HAE). A associagdo da N-acetil-L-cisteina
(NAC) ao esquema terapéutico resultou em incremento do efeito hepatoprotetor. Entretanto, a
imunomodulacdo e as alteragdes celulares no figado ndo estdo esclarecidas. Neste estudo,
foram avaliados os efeitos da associacao entre 0 ASC e a NAC, no modelo de HAE induzida
por concanavalina A (ConA), no perfil de ativacdo dos linfécitos (CD28, CD40L, CTLA-4,
FoxP3, producdo de IL-10 por linfécitos T e B), na expressdo de marcadores fibrogénicos (a-
SMA, Collal, PPAR-y, ARGI, FIZZ1) e alteracbes histomorfométricas (leucdcitos e
colageno) no figado. Secundariamente, a producdo de TGF-B e a cinética dos isotipos IgG1l e
IgG2a anti-Ascaris foi avaliada frente ao tratamento com ASC. Para isso, camundongos
BALB/c receberam intravenosamente 20 mg/kg de ConA e 3 grupos de animais foram
formados: (1) HAE, recebeu apenas ConA; 2) HAE+ASC+NAC: apds 30 minutos da inducéo
da HAE, os animais receberam NAC (200 mg/Kg, 12/12h, por 6 dias, via oral) e ASC (1 mg,
via intraperitoneal) ap6s 2 horas; 3) HAE+ASC: receberam somente ASC. Como grupo
controle, animais sem HAE receberam PBS. Foi observada alta expressdo CD28 e CD40L e
sutil aumento de CTLA-4 no grupo HAE, porém no grupo HAE+ASC houve diminui¢do da
expressdo destas moléculas. Em relacdo ao grupo controle, houve menor expressao de ARG1
no grupo HAE+ASC+NAC. Em comparacao ao grupo HAE, houve aumento da expressédo de
Collal, porém diminuicdo da expressao de FIZZ1 no grupo tratado com ASC, com ou sem
NAC. Houve maior frequéncia de linfocitos T CD4*CD25'FoxP3" e CD4*IL-10%, bem como
reducdo do infiltrado inflamatorio e producdo de colageno, no grupo HAE+ASC+NAC. Néo
houve diferenca entre os grupos nos niveis de linfocitos B produtores de 1L-10, expressdo de
a-SMA e PPAR-y. O ASC induz TGF-B e estimula a produgéo precoce de IgG1 e tardia de
IgG2a. Os resultados apontam que ASC favorece a imunossupressdo na HAE por limitar a
expressdo de moléculas coestimulatérias em linfocitos T e diminuir a expressdo do gene
fibrogénico FIZZ1, bem como por estimular niveis mais altos de IgG1l e TGF-, sugerindo
uma via adicional de controle da resposta Thl na HAE. Entretanto, associacdo com a NAC
foi necessaria para a expanséo de linfécitos T CD4*CD25"FoxP3* e T CD4 IL10" e atenuagdo

do processo inflamatorio e da deposigédo de colageno.

Palavras-chave: Ascaris suum. Fibrose. Imunomodulagéo. Hepatite autoimune. N-acetil-L-
cisteina.



ABSTRACT

Treatment with adult worm extract from Ascaris suum (ASC) attenuated liver
damage in experimental autoimmune hepatitis (EAH). The association of N-acetyl-L-cysteine
(NAC) to the therapeutic regimen resulted in an increase in the hepatoprotective effect.
However, immunomodulation and cellular changes in the liver are unclear. In this study, the
effects of the association between ASC and NAC were evaluated in the model of EAH
induced by concanavalin A (ConA), in the lymphocyte activation profile (CD28, CD40L,
CTLA-4, FoxP3, production of IL-10 by T and B lymphocytes), in the expression of
fibrogenic markers (a-SMA, Collal, PPAR-y, ARGI, FIZZ1), and in histomorphometric
changes (leukocytes and collagen) in the liver. Secondly, the production of TGF-p and the
kinetics of the 1gG1 and IgG2a anti-Ascaris isotypes were evaluated against treatment with
ASC. For this, BALB/c mice received 20 mg/kg of ConA intravenously and 3 groups of
animals were formed: (1) EAH, received only ConA; 2) EAH+ASC+NAC: after 30 minutes
of EAH induction, the animals received NAC (200 mg/Kg, 12/12h, for 6 days, orally) and
ASC (1 mg, intraperitoneally) after 2 hours; 3) EAH+ASC: received only ASC. As a control
group, animals without EAH received PBS. High CD28 and CD40L expression and a subtle
increase in CTLA-4 were observed in the EAH group, but in the EAH+ASC group there was
a decrease in the expression of these molecules. In relation to the control group, there was a
less expression of ARG1 in the EAH+ASC+NAC group. In comparison to the EAH group,
there was an increase in Collal expression, but a decrease in FIZZ1 expression in the group
treated with ASC, with or without NAC. There was a higher frequency of CD4*CD25"FoxP3*
and CD47IL-10" T lymphocytes, as well as reduced inflammatory infiltrate and collagen
production, in the EAH+ASC+NAC group. There was no difference in the levels of IL-10
producing B lymphocytes, expression of a-SMA and PPAR-y between groups. ASC induces
TGF-B and early production of IgG1l and late 1gG2a The results indicate that ASC favors
immunosuppression in EAH by limiting the expression of costimulatory molecules in T
lymphocytes and decrease the expression fibrogenic FIZZ1 gene, as well as for stimulating
higher levels of 1IgG1 and TGF-, suggest that an additional Th1 response control route exists
in EAH. However NAC was necessary for the expansion of CD4'CD25'FoxP3" T
lymphocytes, production of IL-10, attenuation of the inflammatory process and collagen

deposition.

Keywords: Ascaris suum. Fibrosis. Immunomodulation. Autoimmune hepatitis. N-acetyl-L-
cysteine.
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1  INTRODUCAO

O tratamento com extrato soltvel de Ascaris suum (ASC) atenuou o0 dano hepatico na
hepatite autoimune experimental (HAE) induzida por concanavalina A (ConA), com reducédo
do infiltrado inflamatério e indugdo de um perfil Th2 (IL-4, 1L-10, IL-13), contudo
apresentou como efeito secundario a inducdo de fibrose (NASCIMENTO et al., 2014).
Quando associado a N-acetil-L-cisteina (NAC), houve um incremento do efeito
hepatoprotetor, com inducdo de um perfil T regulatério (IL-10/TGF-B) e expansdo de
linfocitos T CD4*CD25"FoxP3" no baco, e reducdo da producdo de colageno no figado
(SILVA, 2015). Entretanto, os mecanismos envolvidos na imunomodulacdo e as alteracfes
celulares no figado ndo estdo esclarecidas.

O efeito hepatoprotetor do ASC pode estar relacionado com sua capacidade de alterar
a expressdo de moléculas coestimulatérias em APCs, podendo afetar a ativacdo de células T
(FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998; SILVA et al., 2006). Entretanto, é possivel que o
ASC também altere a expressao de moléculas dessa natureza em linfécitos T, reduzindo a
hiperresponsividade celular na HAE. Além disso, o0 ASC pode induzir a expansdo de
linfocitos T com potencial regulatério, como demonstrado em outros modelos experimentais,
os quais sdo importantes fontes de IL-10 e TGF-p (ANTUNES et al., 2014; DE ARAUJO et
al., 2010). Essas citocinas, que sdo cruciais na supressdo da resposta inflamatoria, podem
favorecer diferenciacdo e ativacdo de células fibrogénicas, como células estreladas (HSC) e
macrofagos alternativamente ativados (M2) (ANTHONY et al., 2010; SU et al., 2018). Além
disso, a imunizacdo com ASC pode induzir a producdo de anticorpos IgG1 anti-Ascaris, cuja
relacdo com entre o is6tipo 1gG1 e a ativacdo macrofagos M2 é conhecida (BUXBAUM,;
SCOTT, 2005; FAIRFAX et al., 2012; GAZZINELLI-GUIMARAES et al. 2018).

A NAC pode conduzir a expansdo periférica de linfécitos T CD4"CD25", como
observado na lGpus eritematoso sistémico, e favorecer o equilibrio entre células Treg e Th17
hepéticas, como observado na HAE induzida por tricloroetano (LAI et al., 2012; WANG et
al., 2019). Na HAE induzida por ConA, a NAC reduziu a expressdao de citocinas pro-
inflamatdrias (TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y) e inibiu a ativa¢ao de NF-xB, atenuando o dano
hepatico (WANG et al., 2015). Adicionalmente, a NAC pode alterar in vitro a expressao de
moléculas de superficie (HLA-DR, CD86 e CD40) em células dendriticas, afetando as
respostas primarias de linfocitos T, e reduzir a atividade de HSC (KIM et al., 2001,
VERHASSELT et al., 1999). Sendo assim, é possivel que a NAC juntamente com o ASC
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module negativamente a atividade de células hepaticas envolvidas na imunopatogénese da
hepatite autoimune.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos de
imunomodulacdo e as alteracdes celulares no figado induzidas pelo ASC e por sua associacao
com a NAC no modelo de HAE induzida por ConA. Para isto, foram avaliados, em um estudo
de comparagéo entre animais controle, animais com HAE e animais com HAE tratados com
ASC ou ASC mais NAC: o perfil de ativacdo dos linfdcitos (CD28, CD40L, CTLA-4, FoxP3,
producdo de IL-10 por linfdcitos T e B), a expressao de marcadores fibrogénicos (a-SMA,
Collal, PPAR-y, ARG, FIZZ1) e as alteracdes histomorfométricas (infiltrado inflamatorio e

producdo de colageno) no figado.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Hepatite Autoimune

O figado desempenha funcGes que véao além do metabolismo de carboidratos, lipideos,
proteinas e vitaminas. Devido sua interface entre o sistema digestivo e a circulacdo geral do
organismo, o microambiente hepatico é um local de intercambio continuo de informacGes
imunoldgicas, continuamente exposto aos antigenos alimentares e microbianos provenientes
do intestino. Sua capacidade de tolerancia o torna um importante sitio de regulacdo imune e
mediador das imunidades inata e adaptativa. No entanto, falhas nesse mecanismo de
tolerdncia podem resultar no desenvolvimento doengas autoimunes do figado, como a hepatite
autoimune (HAI) (INVERNIZZI, 2013; RACANELLI; REHERMANN, 2006).

Reconhecida em 1942, a HAI ¢é uma doenca inflamatoria crénica do figado,
caracterizada pela presenca de autoanticorpos circulantes, elevacdo nos niveis das
transaminases séricas, hipergaglobulinemia (principalmente IgG) e um quadro histolégico de
hepatite de interface (Figura 1) ( AMBERG, 1942; LUCEY; VIERLING, 2014; MAKOL,;
WATT; CHOWDHARY, 2011).

¢
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Descricdo: A placa limitante do trato portal é invadida por um infiltrado de células linfoplasmocitarias.
Hematoxilina e eosina; aumento, 200x.
Fonte: Hepcentro, 2002.
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A HAI afeta criancas e adultos de ambos 0s sexos e todos 0s grupos étnicos e raciais.
Entretanto, a prevaléncia é superior em caucasianos europeus e individuos do sexo feminino
(relacdo homem/mulher 1:4) (MANNS et al., 2010). Na Escandinavia, onde tem sido melhor
estudada, a incidéncia é de 1-2 pessoas por 100 mil habitantes por ano e sua taxa de
prevaléncia é de 11-17 pessoas por 100 mil habitantes por ano, com pico de incidéncia
ocorrendo entre 16-30 anos (LUCEY; VIERLING, 2014). No Brasil a incidéncia nao €
plenamente conhecida. Todavia, entre as causas de hepatopatia crénica, sua prevaléncia é de
3,3% (PORTAL DA SAUDE, 2018).

Embora sua etiopatogénese seja pouco conhecida, semelhante a outras desordens
autoimunes, a HAI apresenta causas multifatoriais, com relevante participacdo de fatores
ambientais e falhas nos mecanismos de autolerancia em pessoas geneticamente susceptiveis
(MAKOL; WATT; CHOWDHARY, 2011). Os exatos mecanismos pelos quais os danos ao
figado ocorrem ndo sdo totalmente compreendidos, no entanto tem sido relatado que a
agressdo autoimune se inicia com a perda da autotolerancia decorrente da lise de hepatocitos
por linfécitos T CD8* efetores, apds processo infeccioso, resultando na apresentacdo de
autoantigenos; pelo uso de drogas e por mimetismo molecular entre antigenos préprios de
agentes exdgenos que compartilnam determinantes antigénicos comuns (BJORNSSON et al.,
2010; MAKOL; WATT; CHOWDHARY, 2011). Os linfécitos T regulatérios também
desempenham um papel consolidado na manutencdo da autotolerancia hepatica, tendo vista
que sua diminuicdo tem sido relatada na HAlI (CARAMBIA; HERKEL, 2010; WANG et al.,
2012).

Em trabalho de revisdo, Liberal et al. (2013) conclui que a resposta imune na HAI
parece ter inicio com a apresentacdo de autoantigenos por APCs residentes no figado
(Kupffer, DCs e a células sinusoidais) a linfocitos T helper (Th0) (Figura 2). Durante
apresentacdo e sob o0s sinais coestimulatérios apropriados, os linfécitos ThO se tornariam
ativados e se diferenciariam em diferentes subtipos de acordo as citocinas presentes no meio.
Na presenca de IL-12 ou IL-4, os linfécitos ThO se diferenciariam em Thl e Th2,
respectivamente; enquanto o predominio de IL-1B e IL-6 favoreceria a diferenciacdo em
Th17. A diferenciacdo das células em Thl conduziria um aumento da producdo de IL-2 e
IFN-y, com concomitante ativagdo de linfocitos T CD8* e macrdfagos. A diferenciacdo de
ThO em Th2 conduziria um aumento na produgéo de I1L-10, IL-4 e IL-13, que sdo importantes

na maturacdo de linfocitos B e na producdo de autoanticorpos. Enquanto as células Thl7
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contribuiriam com a autoimunidade pela producéo de citocinas pro-inflamatérias (IL-17, IL-
22 e TNF-a).

Figura 2 — Mecanismos do dano hepatico na HAI

IL6
L7
4
IL1B
IL6 cas
(-
Class II ‘. e >
& self peptide Ry 4
R A - Class 1 &I
N IFNy
—’ ’
112 " |
N\, ‘,.f‘vﬁ; :
Co-stimulation A b-ve._-
IL4

Fonte: Liberal et al., 2013.

O processo inflamatdrio na HAI esta associado com aumento da necrose e da apoptose
nos hepatocitos. Corpos apoptdticos derivados de hepatécitos podem ativar células estreladas
quiescentes e células de Kupffer (KC) e estas populacdes celulares podem promover
inflamacdo e respostas fibrogénicas. KC estimuladas podem liberar citocinas, quimiocinas,
ROS e NO por indugdo da iNOS, que podem aumentar a apoptose nos hepatdcitos e estimular
a ativacdo das HSC. As HSCs quando ativadas, aumentam a expressdo de a-SMA e Collal e

reduzem a de PPAR-y, adquirem um fendtipo semelhante a miofibroblastos e estimulam a



21

producdo de mais ROS, aumentando o estresse oxidativo nos hepatédcitos (ANTHONY et al.,
2010; COHEN-NAFTALY:; FRIEDMAN, 2011; LEE; FRIEDMAN, 2011). Também podem
promover a inflamacao por aumentarem a expressao de citocinas pro-inflamatorias, moléculas
de adesdo e ativacdo de linfocitos T e NKT, além de aumentarem a producdo de matriz
extracelular por deposicéo de fibrilas de coldgeno (HELLERBRAND et al., 1996; WINAU et
al., 2007).

Apos lesdo tecidual, os macréfagos podem se modificar de acordo com diferentes
estimulos liberados no meio e se diferenciar em macrofagos classicamente (M1) e
alternativamente (M2) ativados. A via de ativacdo cléassica € induzida na presenca de um
perfil Thl, no qual M1 expressa citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a ¢ IFN-y, e iNOS,
sendo importantes nas respostas inflamatorias e lesdo tecidual. A via alternativa conduz a
diferenciacdo em um perfil M2 na presenca de IL-4 e IL-13, sendo importante na resolucéo da
inflamacdo (IL-10 e TGF-B), na cicatrizacdo de feridas e na geracdo de colageno (VAN
GINDERACHTER et al., 2006).

Na maioria dos casos, a HAI apresenta inicio insidioso, caracterizado por sintomas
inespecificos (fadiga, nduseas, dor abdominal, ictericia e artralgias) e espectro clinico amplo,
variando desde quadros assintométicos a agudos e graves. O diagndstico é realizado pela
soma de informagfes clinicas, bioquimicas, histopatolégicas e de resposta ao tratamento.
Devem ser afastadas causas virais, toxicas e metabolicas antes que se possa firmar o
diagnostico. Dessa forma, a diagnostico é realizado pelo somatorio de um score de achados
clinicos, laboratoriais e histoldgicos (Quadro 1). A partir do escore obtido, o diagnostico de
HAI é feito da seguinte forma: a) Pacientes que ainda ndo tenham sido tratados com
imunossupressores: de 10 a 15 (diagndstico provavel de HAI); acima de 15 (diagndstico
definido de HAI); b) Pacientes ja tratados com imunossupressores: 12 a 17 (diagnostico
provavel de HAI); acima de 17 (diagndstico definido de HAI). (PORTAL DA SAUDE,
2018).

QUADRO 1 - Score para diagnéstico da HAI no Brasil

PARAMETRO SCORE
Sexo feminino +2
Relacéo fosfatase alcalina/AST (TGO) (ou ALT/TGP)
<15 +2
1,5-3,0 0
> 3,0 -2

Continua
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Conclusao

PARAMETRO SCORE

<10 0
FAN, AML ou anti-LKM1

> 1:80 +3

1:80 +2

1:40 +1

< 1:40 0
Antimitocondria positivo -4
Marcadores de hepatites virais

Reagente -3

N&o reagente +3
Consumo de farmacos hepatotdxicos atual ou recente

Presente -4

Ausente +1
Consumo médio de alcool

< 25 g/dia +2

> 60 g/dia -2
Histologia hepética
Infiltrado periportal com necrose em saca-bocado +3
Infiltrado linfoplasmocitario predominante +1
Hepatocitos em roseta +1
Nenhum dos critérios acima -5
Alteracdes biliares -3
Outras alteracGes -3
Outra doenca autoimune (prépria ou em familiar de 1o grau) -2
Parametros opcionais

Positividade de outro anticorpo associado a HAI +2

HLA DR3, DR7 ou DR13 +1
Resposta ao tratamento imunossupressor

Completa +2

Recaida com a diminuicédo +3

Fonte: Adaptado do Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Hepatite Autoimune, 2018.

Alguns achados laboratoriais comuns na HAI

sd0 0 aumento sérico das

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

limite superior da normalidade. Nos casos de doenga hepatica mais avangada ou com menor

atividade necroinflamatdria & biopsia, pode ser encontrada elevacdo menor ou igual a cinco

vezes 0 normal. Os valores da fosfatase alcalina, por outro lado, sdo normais ou discretamente

elevados. A hipergamaglobulinemia é policlonal, com aumento dos niveis da IgG. Graus

variaveis de disfuncdo hepética sdo caracterizados por hiperbilirrubinemia, alargamento do
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tempo de protrombina e hipoalbuminemia (TERRABUIO, 2012). Elevacdes discretas da y-
glutamiltransferase também sdo comuns (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007).

De acordo com o perfil de autoanticorpos produzido, a HAI pode ser classificada em
trés categorias: HAI tipo I) caracterizada pela presenca de anticorpos antinicleo (ANA) e/ou
anticorpos antimdsculo liso (SMA); HAI tipo 11) caracterizada pela presenca de anticorpos
antimicrossoma de figado e rim (LKM-1) e baixos niveis de anticorpos LKM-3, com ou sem
anticorpos ANA e SMA; e HAI tipo 3) caracterizada pela presenca de autoanticorpos contra
antigenos soluveis do figado e pancreas, com ou sem anticorpos ANA e SMA (MANNS et al.,
2010).

O prognostico da HAI depende do grau de atividade da doenca e da presenca ou ndo
de cirrose. Pode ter uma apresentacdo aguda e grave, que pode ser confundida com hepatite
viral ou toxica, e, as vezes pode se apresentar como uma insuficiéncia hepatica aguda. Além
disso, a doenca cronica ndo diagnosticada pode apresentar uma exacerbacdo espontanea e
manifestar-se de forma aguda e fatal. Sem tratamento mais de 40% dos pacientes com a forma
aguda da doenca evoluem para ébito em até 6 meses apds o diagnostico e 0s que sobrevivem,
frequentemente, desenvolvem complicag¢fes secundarias como cirrose e varizes esofagianas
(MANNS et al., 2010). O tratamento convencional consiste de prednisona em monoterapia, na
dose de 60 mg/d, ou na dose de 30 mg/d associada a azatioprina 1-2 mg/kg/d, ambos com
taxas semelhantes de resposta. O tratamento combinado associa-se a menor ocorréncia de
efeitos colaterais, quando comparado com a prednisona em monoterapia (TERRABUIO,
2012). Mesmo com o tratamento convencional, a cirrose costuma ocorrer em 40% dos
pacientes tratados e é tida como um fator de risco para o desenvolvimentos do carcinoma
hepatocelular (CHC) (ROBERTS; THERNEAU; CZAJA, 1996; TEUFEL, 2009; YEOMAN
et al., 2008). A inabilidade de suprimir totalmente a atividade inflamatdria em até 12 meses de
tratamento esta relacionada com sua evolucdo para cirrose em 54% dos casos e morte ou
transplante hepéatico em 15% dos casos (CZAJA, 2009).

Desse modo, devido os relatos de falha terapéutica, toxicidade aos farmacos utilizados
e 0 desenvolvimento de complicagdes secundarias associadas a HAI, opcBes terapéuticas que
suplementem o tratamento convencional e que utilizam mecanismos de tolerancia hepatica
estdo comecando a surgir, tais como a geracdo de células T regulatérias e de citocinas
imunossupressoras para tratamento de doencas autoimunes (CARAMBIA; HERKEL, 2010;
CZAJA, 2014; WANG et al., 2013).



24

3.2 Hepatite autoimune experimental mediada por Concanavalina A

A investigacao sobre a patogénese da HAI tem sido dificultada pela falta de modelos
animais que reproduzam fielmente a condi¢do humana de dano hepatocelular. Desse modo,
modelos de estudo em animais experimentais que mimetizem a doenca vém sendo
estabelecidos (LONGHI et al., 2010). Entre eles, ha um modelo bem aceito que € baseado na
administracdo intravenosa da lectina Concanavalina A (ConA) (TIEGS; HENTSCHEL,;
WENDEL, 1992).

Nesse modelo, verificou-se que a injdria hepatica induzida por esta lectina ocorre de
maneira dose dependente e necessita da ativacdo de linfécitos T auxiliares por macrofagos.
Apds a administracdo da ConA, ocorre uma insuficiéncia hepéatica aguda com aumento
significativo das transaminases séricas oito horas apds sua administracdo, e evidenciaram-se
pequenas areas de necrose com um infiltrado difuso de leucdcitos por microscopia Optica. Em
sequida, foi constatada uma grave desintegracdo morfologica da microarquitetura hepatica
através de microscopia eletrénica. Os linfdcitos lesionam a superficie sinusoidal dos
hepatocitos e a morte celular foi confirmada observando-se rupturas da membrana celular,
vacuolizagdo citoplasmaética e perda de citoplasma. Este modelo permitiu o estudo da
fisiopatologia das doencas hepaticas mediadas por componentes imunoldgicos, como a
hepatite autoimune aguda (TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992).

A participacdo dos linfécitos, células endoteliais sinusoidais (SEC), células de
Kupffer e células estreladas hepaticas (HSC) sdo importantes na patogénese da HAE
(ZHENG; WENG; YU, 2009). As principais citocinas envolvidas nesse processo sdo IFN-y,
IL-2, IL-4, IL-6 e TNF-0, no qual IFN-y e TNF-a sdo as mais relevantes (WANG et al.,
2012). Apos a administracdo intravenosa, a ConA liga-se aos residuos de manose das SEC
promovendo leséo e facilitando a ligacdo da ConA as moléculas de MHC 1l das células de
Kupffer, modificando-as (ZHANG et al., 2010). O reconhecimento do MHC Il modificado
conduz a ativacdo de linfocitos T CD4, principal tipo celular envolvido na patogénese
hepética, e que é sugerido pelo aumento expressivo nos niveis de IL-2, IL-4 e IFN-y (TSUI et
al., 2007; ZHANG et al., 2010). Apesar dos mecanismos ndo serem totalmente conhecidos, o
processo inflamatorio desencadeado promove agressao tecidual e fibrogénese, com aumento
da populagdo de HSC (LOUIS et al., 1998), que podem ser ativadas pelo aumento nos niveis
de TNF-a (ANDRADE, 2005).

A sequéncia dos eventos que desencadeiam a lesdo hepatica na foi representada abaixo
HAE (Figura 3). Cerca de 15 minutos ap6s a administracdo intravenosa da ConA, a lectina
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liga-se ao receptor de manose nas células endoteliais sinusoidais, lesionando sua membrana
através da ativacdo de linfdcitos T e causando liberacdo de citocinas quimiotaticas. Quatro
horas apds a administracdo da ConA, a lectina liga-se as células de Kupffer que a apresentam
via MHC de classe 11 ao receptor dos linfocitos T, induzindo uma hiperativacao inespecifica
destas células (HEYMANN et al., 2015; KUSTERS et al., 1996; SCHUMANN et al., 2000;
WANG et al., 2012).

Figura 3 — Inducdo da HAE pela ConA através da ativacao de linfocitos T

T-Lymphocyte

Concanavalm A

Fonte: Heymann et al., 2015

2.3 Imunomodulacéo por helmintos

Em 1989, Strachan descreveu a “Hipdtese da higiene” através da observagdo da
relagdo inversa entre a ocorréncia da febre do feno e do ndmero de irmdos, condigdes
socioeconbmicas e habitos de higiene (STRACHAN, 1989). Segundo essa hipotese, as
doencas atdpicas sdo mais prevalentes em individuos que tiveram menor exposi¢do a micro-
organismos durante a infancia (YAZDANBAKHSH; KREMSNER; REE, 2002).
Recentemente, este conceito tem sido cada vez mais aceito devido ao acimulo de evidéncias
em relacdo as doencas atopicas e, adicionalmente, estendido as doengas autoimunes
inflamatdrias, principalmente em modelos de estudos experimentais (OSADA;
KANAZAWA, 2010; ELLIOTT; WEINSTOCK, 2011).
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Baseado na epidemiologia das doengas autoimunes, fatores ambientais como as
infeccBes por helmintos sdo parte da hipdtese da higiene para explicar o porqué das desordens
autoimunes serem menos prevalentes em paises em desenvolvimento (WOLFF;
BROADHURST; LOKE, 2012), ja que em regifes do mundo onde as infecches por esses
parasitos sdo endémicas e as condi¢des sanitarias precérias, hd uma menor prevaléncia tanto
de doencas alérgicas quanto autoimunes (GIRGIS; GUNDRA; LOKE, 2013).

Pesquisas experimentais mostraram que a infeccdo helmintica ou imunizacdo com
extratos de vermes modificam a imunidade a antigenos homologos e heter6logos (DUNNE;
COOKE, 2005; FERREIRA et al., 1995; SOUZA; FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002).
Estas observacdes sdo apoiadas por estudos em seres humanos que exibem as consequéncias
das constantes infecgbes e reinfeccBes helminticas, como a ascaridiase e outras geo-
helmintiases, sobre a eficacia da vacinacdo ou a tolerancia aos transplantes alogénicos
(COOPER et al., 2000; ELIAS et al., 2001; GIRGIS; GUNDRA; LOK, 2013; LIWSKI et al.,
2000; SABIN et al., 1996).

Os mecanismos da resposta imune nas infeccdes helminticas sdo multiplos devido ao
tamanho e a diversidade metabdlica dos parasitos, que sdo antigenicamente complexos
(MACHADO et al., 2004). Entretanto, as helmintiases sdo comumente caracterizadas pela
ativacdo de linfécitos T CD4" e direcionamento da resposta imunoldgica para um perfil Th2,
no qual as citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 desempenham papel chave no controle e eliminacéo
desses vermes (GIRGIS, GUNDRA,; LOKE, 2013). A fim de escapar da resposta imune, 0s
parasitos podem induzir anergia dos linfocitos T aos antigenos parasitarios e/ou estimular o
desenvolvimento de células T reguladoras (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI, 2007), bem como
adquirir e sintetizar estruturas semelhantes as do hospedeiro que irdo mascarar sua superficie
externa (NEVES et al., 2010) e, desse forma, reduzir sua imunogenicidade e inibir a resposta
imune do hospedeiro.

As células Treg desempenham um papel critico na manutencdo da autotolerancia,
devido seu efeito imunossupressor mediado por citocinas como IL-10, TGF-$ e IL-35. A IL-
35 é predominantemente produzida por linfocitos Treg, mas também pode ser produzida por
linfécitos B regulatérios, sendo associado ao controle de processos inflamatérios de natureza
infecciosa e autoimune (SHEN et al., 2014; WANG et al., 2014). Foi demonstrado que a
infeccdo por Trichuris muris, concomitante a inoculacdo de tumores sélidos, promoveu a
geragdo de Treg, com producdo de niveis elevados de IL-35. A tolerncia imunolégica
induzida pela infeccédo foi relacionada com a progresséo do tumor, decorrente da supresséo da
resposta imune celular (COLLISON et al., 2010).
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Estudos realizados por MELON e colaboradores (2010) demonstraram que
camundongos infectados com Hymenolepis diminuta exibiram um aumento da producéo das
citocinas IL-4 e I1L-10 por células esplénicas apds inducdo de colite quimica. A infeccdo pelo
H. diminuta foi superior ao tratamento com dexametasona na prevencdo da colite induzida e
ndo resultou em efeitos adversos adicionais (deposicdo de colédgeno). HU e colaboradores
(2009) observaram uma ac¢do anti-inflamatoria da proteina recombinante do Schistosoma
japonicum de 16kDa (rSj16). In vivo, a rSj16 suprimiu o recrutamento de leucdcitos,
modulando a transcri¢do génica para IL-10, IL-1RA, IL-12p35, IL-1p ¢ MIP-2 e suprimindo a
maturacdo de macro6fagos peritoneais induzida por tioglicolato.

Foi observado que o trematddeo Fasciola hepatica suprimiu a apresentacdo de
autoantigenos relacionados as repostas Thl e Thl7, resultando em um efeito protetor sobre o
desenvolvimento da encefalomielite autoimune experimental (EAE) dependente de TGF-B
(WALSH et al. 2009). Enquanto que a infec¢cdo pelo cestédeo Taenia crassiceps gerou um
efeito antidiabético no modelo experimental de diabetes induzida por droga
(estreptozotocina). Nesse estudo, houve um aumento na populacdo de macréfagos
alternativamente ativados (M2), enquanto a populacdo de células T regulatérias ndo sofreu
alteracio (ESPINOZA-JIMENEZ et al., 2010). M2, expressando arginase-1, demonstraram
ser importantes no processo de reparagdo tecidual, controlando a fibrose e a inflamacao
dependentes de citocinas Th2 (PESCE et al.; 2009).

Com relagdo a imunomodulacdo pelo Ascaris suum, a sua capacidade anti-inflamatoria
no modelo de inflamagdo neutrofilica foi demonstrada por Oshiro e colaboradores (2005).
Neste estudo, a inibi¢do do influxo de neutrdfilos induzido por LPS, em um modelo de bolsa
de ar, ocorreu devido a reducdo acentuada de TNF-a, IL-1p ¢ IL-6 e aumento significativo de
IL-10 e TGF-B apos a administragdo de PAS-1 (OSHIRO; MACEDO; MACEDO-SOARES,
2005).

2.4 Ascaris suum e propriedades imunorregulatérias

Infeccdes por helmintos ou imunizagBes com extrato dos vermes ou com seus produtos
(secretados ou excretados) sdo capazes de alterar a inducdo e a funcdo da resposta imune
(BORKOW; BENTWICH, 2008; ERB, 2009; URBAN et al., 2007). A modulagéo da resposta
imune por diferentes componentes do extrato de vermes de A. suum (ASC) foi comprovada
por uma série de experimentos realizados por Soares e colaboradores (1986, 1987, 1988,
1990, 1991, 1992).
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A administracdo conjunta do extrato de vermes adultos de A. suum com um antigeno
heter6logo, ovalbumina (OVA), resultou na supressdo da reacdo imediata e da reacdo tardia
de hipersensibilidade, acompanhada pela inibicdo da producdo de IgE, IgGl e lIgG2a anti-
OVA (FERREIRA et al., 1995). Posteriormente, componentes de alto peso molecular com
atividade imunossupressora a antigenos homdlogos e heter6logos foram identificados no
extrato de A. suum (FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998; SOUZA; FAQUIM-MAURO,;
MACEDO, 2002; JACYSYN; MACEDO, 2004; SOUZA; MACEDO, 2009).

Componentes de alto peso molecular de A. suum também inibiram a expressdo de
moléculas coestimulatdrias (CD80, CD86, CD40) e MHC de classe Il em células dendriticas
(DCs), mostrando que estes componentes modulam negativamente a capacidade de
apresentacdo de antigeno por DCs (SILVA et al.,, 2006), induzindo efeitos tolerogénicos
(CARRANZA et al., 2012).

Com relacdo a asma alérgica, 0 ASC tem um efeito inibitério sobre a inflamagéo e
hiperresponsividade pulmonar. Nesse modelo, foi verificado um efeito supressivo sobre o
acumulo de células nas vias aéreas (eosindfilos) relacionado com uma reducdo acentuada da
IL-5 e IL-4 no lavado broncoalveolar (LIMA et al., 2002). Em um modelo de asma induzida
por OVA, o pré-tratamento com ASC reduziu o infiltrado inflamatério no tecido pulmonar e
os niveis de IL-4, IgE total e IgE especifica anti-OVA no lavado broncoalveolar; indicando
efeito protetor (CHO; PARK; SON, 2011). A supressdo da asma alérgica foi também
demonstrada por ITAMI e colaboradores (2005) quando utilizaram a proteina
imunossupressora PAS-1 extraida do ASC (200 kDa), que foi capaz de reverter o quadro
alérgico da asma induzida por proteinas alergénicas do verme. Este componente diminuiu a
eosinofilia pulmonar, a producédo de anticorpos anafilaticos e de citocinas Th2 (IL-4 e IL-5) e
aumentou a produgdo de IFN-y e IL-10, demonstrando, assim, uma atividade
imunomodulatéria no hospedeiro (ITAMI et al., 2005).

O PAS-1 possui a habilidade de suprimir a producdo de anticorpos heter6logos, de
alterar a producdo e a secrecdo de citocinas e inibir a ativacdo celular para antigenos
heter6logos (OSHIRO et al., 2004). Ele também foi capaz de suprimir o infiltrado neutrofilico
induzido por lipopolissacarideo bacteriano (LPS) num modelo de bolsa de ar, no qual ocorreu
uma reducdo acentuada de TNF-a, IL-1 B e IL-6. Em contraste, PAS-1 induziu um aumento
significativo de IL-10 e TGF-B (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
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administrado por via intraperitoneal e oral, antes e depois da indugdo da artrite, levando a
diminuigéo da producgéo de IL-13 e NO (ROCHA et al., 2008).

Na HAE induzida por Con A, os efeitos do ASC foram avaliados de forma profilatica
e terapéutica. Em ambos os esquemas, o ASC restaurou 0s niveis das transaminases,
imunoglobulinas totais e o peso do figado, mas no grupo terapéutico o reestabelecimento foi
mais tardio. A taxa de sobrevida nos animais tratados profilaticamente foi de 100%, enquanto
no grupo terapéutico foi 67% e no sem tratamento 38,5%. Nos grupos tratados houve uma
reducdo do infiltrado inflamatdrio, com elevada producéo de IL-4, 1L10 e IL-13. Entretanto,
foi observado no protocolo terapéutico um aumento da fibrose (NASCIMENTO et al., 2014).
A fibrose pode ter sido exacerbada na presenca do ASC pelo aumento da producdo de IL-13,
gue é um marcador da resposta contra helmintos, bem como do processo fibrogénico
(WILSON et al., 2007). Em combinacdo com a IL-4, esse microambiente favorece a
diferenciagcdo de M2, que estdo envolvidos com o processo de reparo tecidual e fibrose
(SUGAWARA et al., 2010).

2.5 N-acetil-L-cisteina e suas propriedades modulatorias

A N-acetil-L-cisteina, também conhecida como N-acetil-L-cisteina (Figura 4), N-
acetilcisteina ou NAC, é uma droga com efeito pleiotrépico, utilizada na prética clinica por
diversas décadas como agente mucolitico, no tratamento da hepatotoxicidade por
acetaminofeno e nos casos iniciais de insuficiéncia hepatica (KOCH; TRAUTWEIN 2010;
SAMUNI et al., 2013). A presenca de um grupo tiol na molécula confere importante papel no
sistema biologico. Esse grupo facilita o rompimento das ligacdes do tipo dissulfeto das
mucoproteinas, aumentando a viscosidade do muco das secrecdes pulmonares, e é crucial para
manutencdo do potencial redox no organismo (KELLY, 1998; SAMUNI et al., 2013).

Figura 4 — Estrutura da N-acetil-L-cisteina

O
CsH9NOsS; PM: 163,19
HS OH Pé Cristalino, branco ou quase incolor;
HN C Ha soltvel em H,0 ou CH,OH.
\rr Classe terapéutica: Mucolitico
O

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2019
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Estudos em humanos e animais tém demonstrado que a NAC é um potente agente
antioxidante e terapéutico, mostrando-se uma droga segura, bem tolerada e com amplo
espectro clinica. Suas aplicacdes estdo sendo avaliadas no tratamento do cancer, transtornos
neuropsiquiatricos, sindromes de isquemia-reperfusdo, doencas cardiacas, infeccdes pelo
HIV, bronquite, SARA, toxicidade induzida por quimioterapicos e outras doencas
caracterizadas pela producéo de radicais livres (MILLEA, 2009; SAMUNI et al., 2013). Seus
efeitos também foram avaliados em doencas fibrogénicas e granulomatosas (AIRES, 2012;
HAGIWARA,; ISHII; KITAMURA, 2000).

Durante a esclerodermia, a NAC reduziu a elevada contratilidade e capacidade de
migracdo dos fibroblastos envolvidos com as lesdes de pele, interferindo na expressédo de
genes envolvidos com a producdo e remodelagem da matriz extracelular, melhorando o
prognostico da doencga (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 é capaz de interromper a maturacdo de
celulas dendriticas devido seus efeitos inibitorios sobre a transcricdo do fator NF-xB e
expressdo de moléculas de superficie (HLA-DR, CD86 (B7-2) e CD40). Afetando, também,
as respostas primarias de linfdcitos T induzidas por DCs (VERHASSELT et al., 1999). Em
outro estudo, a NAC impediu a diferenciacdo de fibroblastos em miofibroblastos e a producéo
de fibronectina e VEGF pelo bloqueio e alteracdo do TGF-f1 (SUGIURA et al., 2009).

Alturfan e colaboradores (2012) avaliaram a acdo da NAC na intoxicagdo
experimental por acrilamida no cérebro, pulmé&o, figado e rins de ratos, onde foi constatado
gue a NAC inibiu o infiltrado neutrofilico nos tecidos, restaurando o balanco do status
oxidante-antioxidante e regulando a producdo de mediadores inflamatérios (TNF-a, IL-1e IL-
6). No figado, os niveis das transaminases ALT e AST foram restaurados e a fibrose revertida,
sugerindo que essa intervencdo poderia ser eficaz no tratamento da fibrose hepatica. Na
HAE, a NAC reduziu a expressdo de citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y)
e inibiu a ativagdo de NF-kB, atenuando o dano hepatico (WANG et al., 2015).

Dessa forma, é possivel que a NAC possa atenuar os efeitos os pro-fibréticos
decorrentes da agressdao imune hepatica na HAE atraves, principalmente, da reducdo do
estresse oxidativo nos hepatocitos, da limitacdo a atividade inflamatéria pela reducdo da
expressdo génica de citocinas pro-inflamatdrias e pela modulacdo genes fibrogénicos em

macrofagos e HSC. Sendo assim, é possivel que a NAC juntamente com o ASC module
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negativamente a atividade de células hepéticas envolvidas na imunopatogénese da hepatite

autoimune.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Comparar entre camundongos controle, camundongos com HAE e camundongos com
HAE tratados com ASC ou ASC mais NAC, ex-vivo, o perfil de ativacdo dos linfdcitos
(CD28, CD40L, CTLA-4, FoxP3, producdo de IL-10 por linfécitos T e B), a expressdo de
marcadores fibrogénicos (a-SMA, Collal, PPAR-y, ARGI1, FIZZ1) e as alteragOes

histomorfométricas (infiltrado inflamatorio e producéao de coladgeno) no figado.

3.2 Especificos

Comparar entre camundongos controle, camundongos com HAE e camundongos com
HAE tratados com ASC ou ASC mais NAC:

> A frequéncia, ex vivo, de linfocitos hepaticos com potencial supressor
(CD45R*IL10*, CD4'IL10", CD4*CD25*FoxP3");

> A expressdo, ex vivo, de moléculas coestimulatorias (CD28, CD40L, CTLA-4) em
linfocitos T CD4" hepaticos;

> A expressao hepatica, ex vivo, de genes associados com a producédo de colageno (o-
SMA, Collal, PPAR-y, ARGI e FIZZ1);

> A expressdo hepatica, ex vivo, de genes de citocinas regulatérios (IL-10, IL-35,
TGF-B);

> As alteracBes histomorfométricas (infiltrado inflamatério e deposicdo de colageno)
no tecido hepético.

3.3 Secundarios

Comparar entre camundongos controle, camundongos com HAE e camundongos com
HAE tratados com ASC:
» A cinética de producdo, in vivo, dos anticorpos IgG1 e IgG2a anti-Ascaris em 8 h,
24 h e 7 dias ap6s inducdo da HAE;

» A produgdo, in vitro, de TGF-f em cultura priméria de leucdcitos esplénicos.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo experimental, onde hepatite autoimune experimental (HAE) foi
induzida em camundongos isogénicos machos (Balb/c), entre 7-8 semanas de idade. Esses
animais receberam ASC, ASC mais NAC ou PBS. Como controle do modelo, foram utilizados
animais saudaveis que receberam apenas PBS. Os animais apresentaram 0 mesmo tempo de
vida, fizeram parte da mesma linhagem e foram criados sob as mesmas condic¢des. Devido ao
processo utilizado, qualquer diferenca existente entre os grupos foi atribuida a intervencéo
avaliada. O modelo experimental utilizado mimetiza a doenca autoimune hepéatica humana.
Entretanto, ndo é possivel afirmar que os resultados obtidos serdo reprodutiveis em seres

humanos.

4.2 Preparacgdo da concanavalina A, N-acetil-L-cisteina e extrato de vermes adultos de Ascaris
suum

A concanavalina A tipo IV (ConA) (Sigma-Aldrich, USA) foi ressuspendida em PBS
0,01 M, pH 7,2, a uma concentracdo de 2 mg/ml, e filtrada em condicdes assépticas em filtro
com porosidade de 0,22 um (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

A N-acetil-L-cisteina (NAC) (Sigma-Aldrich, USA) foi ressuspendido em PBS estéril
0,01 M, pH 7,2, a uma concentracdo de 100 mg/ml.

O extrato de vermes adultos de A. suum (ASC) produzido segundo protocolo utilizado
por Souza et al. (2002). Aliquotas liofilizadas foram ressuspendidas em PBS 0,01 M, pH 7,2, a
uma concentracdo de 2 mg/ml, e filtradas em condic¢des assépticas em filtro com porosidade de
0,22 um (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

4.3 Animais, grupos de estudo e consideracdes éticas

Foram utilizados camundongos isogénicos machos, da linhagem BALB/c, com 7-8
semanas de idade, provenientes do biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami da
Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE). Os animais experimentais foram
mantidos em gaiolas, sob condi¢Oes padronizadas de temperatura (22 a 23°C) e luminosidade
(ciclos de 12 h de claro e 12 h de escuro), sem restricdo de consumo de agua e alimento.

A HAE foi induzida nos animais no tempo zero (T0) pela administracéo intravenosa da

ConA, dose Unica de 20 mg/kg, através da veia caudal, e 0s seguintes grupos experimentais (10
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animais/grupo) foram formados: 1) Grupo HAE+ASC+NAC: NAC foi administrada 30
minutos (T30min) ap6s inducdo da HAE, na dose 200 mg/kg por via oral, 12/12h, durante 6
dias; e ASC 2 horas (T2h) ap6s indugdo da HAE, em dose Unica de lg/animal por via
intraperitoneal; 2) Grupo HAE+ASC: PBS foi administrada 30 minutos (T30min) ap6s inducéao
da HAE, por via oral, 12/12h, durante 6 dias; e ASC 2 horas (T2h) apos inducdo da HAE, em
dose Unica de 1 mg/animal por via intraperitoneal; 3) Grupo HAE: PBS foi administrada 30
minutos (T30min) apds inducdo da HAE, por via oral, 12/12h, durante 6 dias; e PBS 2 horas
(T2h) apéds inducdo da HAE, em aplicacdo Unica por via intraperitoneal; e 4) Grupo controle:
animais saudaveis receberam por via intravenosa PBS. Ap6s 30 minutos, receberam PBS por
via oral, 12/12h, durante 6 dias; e apds 2 horas, receberam aplicacdo Unica de PBS por via
intraperitoneal. A formacdo dos grupos experimentais foi esquematizada abaixo (Figura 5). O
protocolo experimental foi idealizado a partir dos estudos de Nascimento et al. (2014) e Aires
et al. (2014).

Figura 5 — Formacéo dos grupos de estudo

Camundongos BALB/c

HAE+ASCHNAC . 7-8 semanas de idade CONTROLE
N .
¢ F i .
B ! “- ' y q |
T0: 20 mgkg ConA iv) T0: 200uL de PBS (iv.)
T30min: 200 mgKg NAC (v0.), 12/12h, 6d T30min: 40 uL de PBS (vo), 12/12h, 6d
T2h: 1mg ASC (ip) 0 T2h: 500  PBS (ip)
6‘32
(2
N
HAE+ASC HAE
£ d . L
el ,
‘.‘;“ /./ //
- -
T0: 20 mg/Kg ConA (iv.) T0: 20 mg/Kg ConA (iv.)
T30min: 40 uL de PBS (v, 12/12h, 6d T30min: 40 uL de PBS (vo), 12/12h, 6d
T2h: 1mg ASC (ip.) T2h: 500 d PBS (ip.)

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, sob n°
23076.041705/2015-93 (anexo 1).
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4.4 Métodos de coleta de dados
4.4.1 Avaliacéo do desenvolvimento da hepatite autoimune experimental

Os animais foram monitorados durante 24 horas apds inducdo da HAE e as
manifestagdes clinicas sugestivas da lesdo hepética, como sinais de prostracdo, dorso arqueado,
pelo ericado e coluria, bem como a presenca de lesdes hepaticas macroscopicas de coloragédo
branca, levemente endurecidas a palpacdo, sem contornos e limites definidos no 7° dia, apos

eutanasia, foram registradas.

4.4.2 Eutanasia dos animais

No 7° dia apds inducdo da HAE, os camundongos foram anestesiados por via
intramuscular com solucédo de 10mg/Kg cloridrato de xilazina 2% e 80-115mg/Kg cloridrato de
cetamina 10%. Em seguida, foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os figados de 3
animais de cada grupo foram perfundidos como PBS estéril e processados em ambiente estéril
para isolamento dos leucdcitos hepéticos. Os figados de 7 animais de cada grupo foram
extraidos cirurgicamente em ambiente estéril, seccionados e armazenados em RNAlater
(ThermoFisher, Waltham, MA, USA), para extracdio de RNA, e formalina tamponada de
Carson, para processamento histopatoldgico.

4.4.3 Isolamento dos linfocitos hepéaticos

Os camundongos foram eutanasiados no 7° dia apés indugcdo da HAE (3 animais/grupo)
e os figados foram processados individualmente. Foi realizada uma incisdo na regido ventral e
o figado perfundido através da aorta abdominal com 10 ml PBS gelado, pH 7,2. Em seguida, o
6rgdo foi extraido cirurgicamente e transferido para uma placa de Petri, contendo 10 ml de PBS
gelado. A vesicula biliar foi removida e o figado seccionado. Os fragmentos obtidos foram
forcados contra um filtro de nailon de diametro de 70 um (BD Falcon, Bedford, MA, USA),
acoplado a um tubo Falcon (BD Falcon, Bedford, MA, USA), com auxilio de um émbolo. O
volume da suspensdo foi ajustado para 50 ml com RPMI completo (50 ml de RPMI-1640; 100
mg/l de gentamicina; 1M de HEPES; 100mM de L-glutamina; 10 % soro bovino fetal — todos
0s reagents sao Sigma-Aldrich, USA), pH 7,2. A suspensdo foi centrifugada a 528 g por 10 min
a 4 °C. O pellet obtido foi incubado com 10 ml de tampéo enzimatico (0,2g/L de colagenase,
0,02g/L de DNAse, 10 ml de RPMI completo) em estufa a 37°C e 5% de CO., por 40 minutos,
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sendo ressuspendidos a cada 10 minutos. Apos esse periodo, foi adicionada a suspensao 30 ml
de RPMI completo. A suspensao foi reservada no gelo por 5 minutos. Aproximadamente 35 ml
do sobrenadante foi coletado e centrifugado a 528 g por 10 minutos, a 4 °C. O pellet obtido foi
ressuspendido em tampdo percoll 35 % (0,4 ml PBS 0,1 M; 6,1 mL de PBS 0,01 M; 3,5 mL de
percoll) e centrifugado a 850 g por 30 minutos a 22 °C (off-brake). O sobrenadante foi aspirado
com bomba a vacuo. As hemacias presentes no pellet foram lisadas com em 1mL de agua
destilada, por 18 segundos. Em seguida, foram adicionados 10 ml de meio RPMI completo e
suspenséo centrifugada a 480 g por 10min a 8 °C. Finalmente, foi realizado um pool com os
pellets obtidos e os linfocitos contados em cadmara de Neubauer. A concentracdo foi ajustada
para 1x107 células/ml com RPMI completo. As células foram incubadas por 4 h em estufa a 37
°C e 5 % de CO2, com 1 pl/ml de Golgi Stop™ (BD Biosciences, Bedford, MA, USA). O
protocolo foi ajustado de acordo com Hintermann, Ehser, Christen (2012) and Blom et al.
(2009).

4.4.4 Marcagao para ensaio da citometria de fluxo

Passado o periodo de incubacdo, as células foram lavadas com 6 ml de solucdo de
lavagem gelada (PBS 0.01 M; 5 % de SBF), agitadas em vortex e centrifugadas a 528 g por 10
minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 1 ml solucdo de
lavagem e distribuidas nos tubos de citometria (100 pl por tubo), com concentracdo final de
1x10° células/ml. Entdo, procedeu-se a marcacio das células com os anticorpos conforme
recomendaces do fabricante (eBiosciences, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA):
anti-CD4-FITC, anti-CD25-PE, anti-CD28-PE, anti-CD45R-PE, anti-CD152-PE, anti-CD154-
PE, anti-IL10-PE and anti-FoxP3-APC. As combinacgdes entre os anticorpos foram realizadas
conforme quadro abaixo (Quadro 2). Cada anticorpo de superficie foi acrescentado em
ambiente escuro na concentragdo recomenda (anti-CD4-FITC, anti-CD25-PE, anti-CD28-PE,
anti-CD45R-PE, anti-CD152-PE, anti-CD154-PE), seguido de agitacdo em vOrtex e incubacéo
por 30 minutos a 4°C no escuro. Passado o tempo de incubag&o, as células foram lavadas uma
vez com 1 ml de solucéo de lavagem com agitacdo em vortex e posterior centrifugacdo a 528 g
por 5 minutos, a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 200 ul de tampéo de
fixacdo foram acrescentados. As células foram incubadas por 15 minutos a 4 °C no escuro.
Ap0s este tempo, nova lavagem foi realizada com 1 ml de solucéo de lavagem. O sobrenadante
foi descartado e aos tubos foi adicionado 500 pl da solucdo de permeabilizagdo, diluida 4x,

seguida de incubados por 30 minutos a 4 °C no escuro. Posteriormente, as células foram
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lavadas com 1ml de solucdo de lavagem. Apoés a centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e
foram adicionados a cada tubo os anticorpos para marcacdo intracelular na concentracao
recomenda (anti-FoxP3-APC e anti-IL10-PE). Os tubos foram incubados por 30 minutos a
temperatura ambiente em ambiente escuro. Procedeu-se nova lavagem com 1ml por tubo da
solucdo de permeabilizacdo diluida 10x em agua destilada estéril, seguida de agitagdo no votex
e centrifugacdo em 528 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e acrescentou-se
a cada tubo 300 pl da solugdo de fixagdo para posterior leitura em citdmetro de fluxo. Os
eventos (10.000) foram adquiridos e analisados com o programa CellQuest Pro (BD-
Pharmingen, San Diego, CA, USA). Os resultados foram expressos pela média dos percentuais

de células duplo/triplo-marcadas obtidos no pool de linfécitos de cada grupo + desvio padrao.

Quadro 2 — Anticorpos conjugados a fluorocromos utilizados para a caracterizacéo de
linfdcitos hepéticos e expressdo de moléculas de interesse por citometria de fluxo

Anti-CD45R (B220) FITC X Anti-IL10 PE

Anti-CD4 FITC X Anti-CD152 (CTLA-4) PE
Anti-CD4 FITC X Anti-CD154 (CD40L) PE
Anti-CD4 FITC X Anti-CD28 PE

Anti-CD4 FITC X Anti-IL10 PE

Anti-CD4 FITC + Anti-CD25 PE X Anti-Foxp3 PE-Cy5

Fonte: Producéo do prdprio autor.

4.4.5 Expressdo génica hepatica de ARGL1, FIZZ1, PPAR-y, Collal e a-SMA

Os fragmentos hepaticos armazenados em RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc,
Waltham, MA, USA) foram macerados e 0 RNA extraido com Trizol (Thermo Fisher Scientific
Inc, Waltham, MA, USA) de acordo com as instruc@es do fabricante. Para sintese do cDNA, foi
utilizado 1 pg de RNA total e 0 kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden,
Germany). Uma aliquota de 5 uL do cDNA resultante foi amplificada atraves de gPCR para 0s
genes de interesse utilizando primers especificos (ARG1, FIZZ1, PPAR-y, Collal, a-SMA),
sob as seguintes condigdes: 30 segundos de desnaturacdo a 95 °C, 5 segundos anelamento dos
primers a 55 °C e 12 segundos de alongamento a 72 °C por 40 ciclos, utilizando SYBR Green
master mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), e no 7500 Real Time System (Applied

Biosystems). Os resultados foram normalizados com base na expressdo gene endogeno B-
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actina. Os niveis da expressdo relativa foram calculados usando a expressdo 2(ACHB-Actin)-

ACHgene)) | As sequéncias de primers utilizadas estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados

Gene alvo Sequéncia 5°-3° ™m CG Amﬁgﬁ?n
(NUmero de acesso) (Forward and reverse) % (bp)
FIzZ1 ACTGCCTGTGCTTACTCGTTGA 50.0 62 99
(NM_020509) TCCACCTCTTCATTCTTAGGACAGTT 423 61
PPAR-y TGGAATTAGATGACAGTGACTTGG 585 42 99
(NM_001308354) CTCTGTGACGATCTGCCTGAG 60.2 57
Collal AGAACATCACCTATCACTGCAAGA 59.8 42
(NM_007742.4) GTGGTTTTGTATTCGATGACTGTCT 69.6 40 %9
a-SMA GCATCCACGAAACCACCTATAAC  59.7 48 132
(NM_007392.3)) ACAGAGTACTTGCGTTCTGGAG 60.0 50
B-Actin TTGCTGACAGGATGCAGAAG 61.1 50 147
(NM_007393.5) TGATCCACATCTGCTGGAAG 59.8 50

Fonte: Producédo do prdprio autor.

4.4.6 Confeccao e processamento dos cortes histoldgicos

Foi realizada uma seccao transversal no maior lobo hepatico, obtendo-se um fragmente
de 5 mm, o qual foi fixado em formalina tamponada de Carson. Apés fixacdo, as amostras
foram desidratadas em concentragdes crescentes de etanol a partir de 70% até alcool absoluto.
Em seguida, as amostras foram diafanizadas em xilol e impregnadas em parafina histol6gica
fundida a 60°C para confeccdo dos cortes histologicos (4um). Para avaliagdo do infiltrado
inflamatdrio e da deposicao de fibras de colageno (percentual de colageno), as laminas foram
desparafinizadas, hidratadas e corados com HE e com TM, respectivamente. Apos coloracao, as
laminas foram desidratadas, clarificadas e selados com Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt,
Germany) e laminula de vidro (MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010).

A avaliacdo histomorfométrica (infiltrado inflamatério e percentual de coldgeno) foi
realizada atraves da aquisicao de pelos menos 10 micrografias aleatorias por lamina (ampliagéo
200x) com Microscopio Axio Imager M2m (Zeiss) e anélise com o software ImageJ® 1.48v
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

4.4.7 Deteccéo de 1gG1 e IgG2a anti-Ascaris
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Para avaliacdo de IgG1 e 1gG2a anti-Ascaris, amostras de sangue dos grupos controle,
HAE e HAE+ASC foram coletadas em 8 horas, 24 horas e 7 dias apés inducdo da HAE através
da veia facial em tubos com EDTA. O sangue foi centrifugado a 528 g por 10 minutos e plasma
armazenado a -20 ° C. Os anticorpos IgG1 e IgG2a anti-Ascaris foram titulados usando placas
de 96 pocos (Nunc MaxiSorp, Denmark) sensibilizadas com ASC (5ug/ml) e anti-anticorpos de
cabra biotinilados contra IgG1 ou IgG2a de camundongo (Southern Biotechnology Associates
Inc, USA). As reacOes foram reveladas usando o conjugado estreptoavidina-peroxidase (Sigma-
Aldrich, USA) e solucdo de o-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich, USA) em tampao citrato 0,1 M
mais peroxido de hidrogénio. As placas foram lidas em 450 nm em leitor automatizada
(Multiskan FC Microplate Photometer, Thermo Scientific). Os resultados foram expressos
como a média da densidade Optica * desvio padrdo da diluicdo correspondente a parte linear da
curva de titulagdo (1:10).

4.4.8 Cultura de leucdcitos esplénicos e dosagem de TGF-5

No 7° apos inducdo da HAE, os bagcos dos camundongos eutanasiados dos grupos HAE
e HAE+ASC foram extraidos em ambiente estéril. As suspens@es celulares foram preparadas
como descrito por Nascimento et al. (2014), onde os leucdcitos esplénicos (6x10° células/ml)
foram cultivados em RPMI-1640 completo. As células foram incubadas em placas de 48 pocos
sem estimulo (basal) e sob estimulo do ASC (20 pug/ml) ou ConA (10 ng/ml), em estufa a 37°C
e 5% de COo, por 72 h. Os sobrenadantes foram coletados e TGF- foi mensurado por ELISA
de captura usando kit comercial (Invitrogen, Novex, USA). As amostras foram tratadas com
HCI 1IN e NaOH 1N. As reacdes foram executadas conforme instruces do fabricante, com
limite de detec¢ao de 62,5 pg/m, e lidas em 450 nm em leitor automatizado (Multiskan FC

Microplate Photometer, Thermo Scientific).

4.5 Andlise estatistica

Para comparagdo entre 0s grupos da expressdo génica e dos parametros avaliados na
citometria de fluxo, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste de comparacao
multipla de Dunn. Para morfometria foi utilizado o teste Anova One-Way e 0 pos-teste de
comparacdo multipla de Tukey. Para producgéo de anticorpos foi utilizado o teste Anova Two-
Way e o pos-teste de comparacdo maltipla de Bonferroni. Para producdo de TGF-f foi utilizado
0 teste t de Student. As andlises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e os achados foram considerados significativos
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quando p < 0,05. Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes para avaliar a
reprodutibilidade dos resultados, e um representante das trés analises independentes foi

apresentado.
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5 RESULTADOS

5.1 Artigo 1: Associacdo entre o extrato de Ascaris suum e a N-acetil-L-cisteina induz efeito

imunossupressor na hepatite autoimune experimental

INTRODUCAO

A hepatite autoimune experimental (HAE) induzida por Concanavalina A (ConA) é
um modelo bem estabelecido que mimetiza a doenga em humanos (TIEGS; HENTSCHEL,;
WENDEL, 1992; YE et al., 2018). O efeito anti-inflamatorio e imunossupressivo do extrato
de vermes adultos de Ascaris suum (ASC) foi demonstrado em modelos experimentais de
asma alérgica, artrite reumatoide e hepatite autoimune. (CHO; PARK; SON, 2011;
NASCIMENTO et al., 2014; ROCHA et al., 2008). Na HAE, o ASC atenuou o dano hepatico,
com inducdo de uma resposta imune Th2 pelo aumento dos niveis de IL-4, IL-10 e IL-13 no
baco; entretanto, um aumento da fibrose foi observado nos animais (NASCIMENTO et al.,
2014). A N-acetil-L-cisteina (NAC) é uma droga com efeito antioxidante, que tem capacidade
imunomodulatéria e acdo antifibrética. Sua acdo tem sido evidenciada em diferentes doencas
hepaticas (AIRES et al., 2012; ALTURFAN et al., 2012; WANG et al., 2015). A NAC tem
uma acdo protetora no figado e sua associacdo com o ASC pode resultar em incremento do
efeito protetor.

As infecgdes por helmintos estimulam a producdo de linfécitos T e B regulatérios, que
podem  expressar  fenotipicamente = CD4'CD25'FoxP3* e  CDA45R/B2207IL-10%,
respectivamente (RODRIGUEZ-PEREA et al., 2016; WASIK; NAZIMEK; BRYNIARSKI,
2018). Essas células liberam as citocinas que sdo cruciais na supressdo da resposta
inflamatoria, mas que ao mesmo tempo podem favorecer diferenciacdo e ativacdo de células
fibrogénicas, como células estreladas (HSC) e macrdfagos alternativamente ativados (M2).
Em HSC, ativagdo resulta no aumento da expressido de RNAm para a-SMA e Collal e
reducdo para PPAR-y; ja em M2, no aumento a expressio de ARGI, FIZZ1 e Yml
(ANTHONY et al., 2010; JABLONSKI et al., 2015).

A NAC pode conduzir a expansdo periférica de linfocitos T CD4*CD25*, como
relatado na lGpus eritematoso sistémico (SEL), ou favorecer equilibrio entre células Treg e
Th17 hepéticas, como observado na HAE induzida por tricloroetano (LAI et al., 2012;
WANG et al., 2019). Adicionalmente, a NAC reduz a atividade in vitro HSC e a expressao in
vivo de FIZZ1 e Ym1 em macrofagos M2 (KIM et al., 2001; ZHANG et al., 2009). Sendo
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assim, é possivel que a NAC juntamente com o ASC module negativamente a atividade de
células hepaticas envolvidas na imunopatogénese da hepatite autoimune.

Portanto, no presente trabalho foi avaliado o efeito da associacdo entre 0 ASC e NAC,
no modelo de HAE induzida por ConA, sobre o perfil de ativacdo dos linfécitos hepaticos,
expressdo dos marcadores fibrogénicos e alteragBes histomorfométricas. Os resultados
indicam que o ASC limita a expressdo de moléculas coestimulatérias em linfocitos T. A
associacdo entre 0 ASC e a ANC induz efeito imunossupressor na HAE, auxiliando o controle
do processo inflamatdrio e diminuindo a expressao de genes relacionados com a producéo de

colageno.

MATERIAIS E METODOS

Animais, Extrato de Ascaris suum, Concanavalina A e N-acetil-L-cisteina

Foram utilizados camundongos machos, da linhagem BALB/c, com 7-8 semanas de
idade, provenientes do biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami da
Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE). O protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas/UFPE (no
23076.041705/2015-93).

O extrato de vermes adultos de A. suum (ASC) produzido segundo protocolo utilizado
por Souza et al. (2002). Resumidamente, vermes adultos de A. suum foram lavados em
solucgéo salina e homogeneizados em tampéo 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 suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante dialisado contra agua
destilada overnight a 4 °C. O sobrenadante obtido foi centrifugado a 10.000 g por 2 h e
liofilizado em aliquotas. As aliquotas foram diluidas em tampéo fosfato de sodio (PBS) estéril
0.01M, pH 7.2, e filtradas em condicdes assépticas em filtro com porosidade de 0,22 pum
(Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

A concanavalina A tipo IV (ConA) (Sigma-Aldrich, USA) foi ressuspendida em PBS
estéril 0.01 M, pH 7.2, e filtrada em condicGes assépticas em filtro com porosidade de 0,22
um (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

A N-acetil-L-cisteina (NAC) (Sigma-Aldrich, USA) foi ressuspendido em PBS estéril
0.01 M, pH 7.2.
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Grupos experimentais e esquema terapéutico

Quatro grupos experimentais foram formados (Figura 1). A HAE foi induzida nos
camundongos pela administracdo intravenosa de 20 mg/kg de ConA. Apds 30 minutos, um
grupo recebeu 200 mg/kg de NAC (oralmente, 12/12h, durante 6 dias) e ap06s duas horas 1 mg
de ASC, por via intraperitoneal (grupo HAE+ASC+NAC). Outro grupo recebeu somente PBS
(oralmente) e ASC, por via intraperitoneal (grupo HAE+ASC). Outro grupo recebeu somente
PBS (grupo HAE). Animais sem HAE receberam somente PBS e foram usados como controle

(grupo Controle).

Figura 1 — Esquema de formacéo dos grupos experimentais

HAE+ASC+NAC
200 mgIKg NAC(v.0.)
—
12/12h
Indugio da HAE 200 mg/Kg NAC(v.0.) 1mgASC(i.p.)
20 mg/Kg ConA{v.i.) HAE+ASC
PBS (v o.)
PBS(v.0.) 1mgAsC(ip.)

HAE
CONTROLE
PBS(v.0.)
12/12h

Animal sem HAE

(Recebeu somente PBS) PBS [v.0.) PBS (i.p.)
0 min 30 min 120 min 6 dias

Fonte: Producéo do prdprio autor.

Isolamento dos linfdcitos hepaticos

O protocolo foi ajustado de acordo com Hintermann, Ehser, Christen (2012) e Blom et
al. (2009). Resumidamente, os camundongos foram eutanasiados no 7° dia ap6s indugédo da

HAE (n = 3 por grupo). O figado foi perfundido com PBS gelado e seccionado. Os
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fragmentos foram for¢ados contra um filtro de ndilon de didmetro de 70 um (BD Falcon,
Bedford, MA, USA), acoplado a um tubo Falcon (BD Falcon, Bedford, MA, USA). O volume
foi ajustado para 50 ml com RPMI completo (Sigma-Aldrich, USA). A suspensdo foi
centrifugada a 528 g por 10 min a 4 °C. O pellet foi incubado com 10 ml de tampé&o
enzimético em estufa a 37°C e 5% de CO-, por 40 minutos. Foi adicionada 30 ml de RPMI
completo e a suspenséo reservada no gelo por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e
centrifugado a 528 g por 10 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em tampdao Percoll 35%
(GE Healthcare) e centrifugado a 850 g por 30 minutos a 22 °C (off-brake). O sobrenadante
foi aspirado e as hemacias presentes lisadas com &gua destilada. Foi realizado um pool dos
pellets, e a concentracio ajustada para 1x107 células/ml. As células foram incubadas por 4 h
em estufa a 37°C e 5% de CO2, com 1 ul/ml de Golgi Stop™ (BD Biosciences, Bedford, MA,
USA) em RPMI completo.

Citometria de fluxo

A analise por citometria de fluxo foi realizada usando um painel de anticorpos
direcionados contra antigenos celulares murinos apropriados. Os anticorpos utilizados foram
0s seguintes (todos sdo da eBiosciences, Thermo Fisher Scientific): anti-CD4-FITC, anti-
CD25-PE, anti-CD28-PE, anti-CD45R-PE, anti-CD40L-PE, anti-CTLA-4-PE, anti-IL10-PE
and anti-FoxP3-APC.

Os linfocitos hepéticos foram incubados com anticorpos direcionados a varios
antigenos da superficie celular no escuro, por 30 min a 22 °C (isto é, anti-CD4-FITC, anti-
CD25-PE, anti-CD28-PE, anti-CD45R-PE, anti-CD40L-PE e anti-CTLA-4-PE), de acordo
com as recomendacBes da fabricante. Apds incubacdo, as preparacdes foram lavadas por
centrifugacdo a 528 g por 5 min com tampdo FACS (isto é, PBS contendo 5 % de soro bovino
fetal, pH 7.4). Apds centrifugacdo, o pellet de células foi fixado em PBS com
paraformaldeido a 0.5 % por 15 min a 4 °C e lavado novamente. As células foram tratadas
com tampdo Perm/Wash (BD Biosciences, USA) e incubadas com anticorpos direcionados a
antigenos intracelulares no escuro, por 30 min a 22 °C (isto &, anti-IL10-PE e anti-FoxP3). As
celulas foram lavadas com Perm/Wash e em seguida com tampdo de lavagem.
Subsequentemente, as células foram ressuspendidos com 300 upl de tampdo FACS e
analisadas utilizando o citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA), coletando pelo menos 10.000 eventos por amostra. A frequéncia de células positivas

foi analisada usando o programa FlowJo™ software (Version 10, Ashland, OR, USA) e 0s
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limites para os marcadores de quadrantes foram estabelecidos com base em populacgdes
negativas e controles isotipicos. Foi realizada uma andlise da frequéncia de células no
quadrante superior direito (células duplo-positivas) e os resultados foram expressos como a

media da frequéncia de células dupla-marcadas de cada grupo.

Anélise por PCR quantitative em tempo real (QPCR)

Os camundongos foram eutanasiados no 7° dia apos inducdo da HAE e um fragmento
de 2,5 mm do figado foi armazenado em RNAlater (Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham,
MA, USA) (6 animais/grupo). O RNA total das celulas hepaticas foi extraido usando TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, USA) de acordo com as instruces do fabricante. O DNA
complementar (cDNA) foi produzido com o kit QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen,
Hilden, Germany). A PCR quantitativa foi realizada utilizando o master mix SYBR Green
(Applied Biosystems, Foster City, CA) no 7500 Real Time System (Applied Biosystems). Os
resultados foram normalizados com base na expressdo gene endogeno B-actina. Os niveis da
expressdo relativa foram calculados usando a expressdo 2 24¢t, Os primers foram desenhados
usando o Primer Designing Tool produzido pelo National Center for Biotechnology
Information (NCBI) e o National Institutes of Health (NIH). As sequéncias de primers
utilizadas estéo descritas na tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncias dos primers utilizados

Gene alvo Sequéncia 5°-3’ ™ CG A:Zrﬁ)gl;tcf? :
(NUmero de acesso) (Forward and reverse) % (bp)
ARG1 TGCGCCACATGAAAACCATC 59.8 50 79
(NM_007482.3) TTGGGAGGAGAAGGCGTTTG 60.2 55
Fizz ACTGCCTGTGCTTACTCGTTGA 50.0 62
(NM_020509) TCCACCTCTTCATTCTTAGGACAGTT 423 61 %9
PPAR-y TGGAATTAGATGACAGTGACTTGG 585 42 99
(NM_001308354) CTCTGTGACGATCTGCCTGAG 60.2 57
Collal AGAACATCACCTATCACTGCAAGA 598 42
(NM_007742.4) GTGGTTTTGTATTCGATGACTGTCT 69.6 40 %9
a-SMA GCATCCACGAAACCACCTATAAC 59.7 48 132
(NM_007392.3)) ACAGAGTACTTGCGTTCTGGAG 60.0 50
B-Actin TTGCTGACAGGATGCAGAAG 61.1 50 147
(NM_007393.5) TGATCCACATCTGCTGGAAG 59.8 50

Fonte: Producéo do préprio autor.
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Confeccdo e processamento dos cortes histologicos

Foi realizada uma seccdo transversal no maior lobo hepético, obtendo-se um
fragmente de 5mm, o qual foi fixado em formalina tamponada de Carson (7 animais grupo).
Apos fixacdo, as amostras foram desidratadas em concentracdes crescentes de etanol a partir
de 70% até alcool absoluto. Em seguida, as amostras foram diafanizadas em xilol e
impregnadas em parafina histoldgica fundida a 60°C para confeccdo dos cortes histologicos
(4um). Para avaliagdo do infiltrado inflamatdrio e da deposicdo de fibras de colageno
(percentual de colageno), as laminas foram desparafinizadas, hidratadas e corados com HE e
com TM, respectivamente. Ap6s coloragdo, as laminas foram desidratadas, clarificadas e
selados com Entellan® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) e laminula de vidro
(MOLINARO; CAPUTO; AMENDOEIRA, 2010).

A avaliacdo histomorfométrica (infiltrado inflamatdrio e percentual de colageno) foi
realizada através da aquisicdo de pelos menos 10 micrografias aleatérias por lamina
(ampliacdo 200x) com Microscopio Axio Imager M2m (Zeiss) e analise com o software
ImageJ® 1.48v (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).

Analise estatistica

Para comparacao entre os grupos da expressdo génica e dos parametros avaliados na
citometria de fluxo, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o pds-teste de comparacédo
multipla de Dunn. Para histomorfometria foi utilizado o teste Anova One-Way e 0 pds-teste
de comparacdo multipla de Tukey. As analises estatisticas foram realizadas com o GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) e os achados foram considerados
significativos quando p < 0.05. Todos os procedimentos foram repetidos trés vezes para
avaliar a reprodutibilidade dos resultados, e um representante das trés analises independentes
foi apresentado.

RESULTADOS

Perfil de ativacdo dos linfocitos hepaticos na HAE sob tratamento com ASC ou
ASC+NAC
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Os linfocitos CD4" hepéticos isolados foram marcados com anticorpos fluorescentes
para caracterizagdo da expressdo de moléculas coestimulatérias CD28 e CD40L e inibitdria
CTLA-4. Houve aumento significativo da expressao das moléculas nos animais com HAE em
relacdo ao grupo Controle (Figura 2A-C). Entretanto, houve uma diminuicdo de seis vezes na
frequéncia de células CD4*CD40L" (Figura 2A) e CD4"CD28" (Figura 2B) e duas vezes na
frequéncia de células CD4"CTLA-4" (Figura 2C) no grupo HAE+ASC em relagdo ao grupo

HAE. N&o houve diferenca estatistica no grupo HAE+ASC+NAC em comparagdo ao grupo

HAE.
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Figura 2. Expressdo das moléculas CD40L (A), CD28 (B) e CTLA-4 (C) em linfécitos hepaticos de
camundongos BALBI/c, 7 dias ap6s inducdo da hepatite autoimmune experimental (HAE) e tratamento com
extrato soltvel de Ascaris suum (ASC) ou ASC mais N-acetil-L-cisteina (NAC), avaliado por citometria de
fluxo. Os resultados representam a frequéncia de células duplo-marcadas do pool de 3 animais/grupo. * p < 0.05

em relacdo ao grupo controle. ** p < 0.05 em relagdo ao grupo HAE.

Os linfocitos T e B com potencial supressivo (produtores de IL-10 e os linfdcitos T

CD4"CD25"Foxp3™) também foram quantificados. Pdde ser observado que ndo houve
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diferenca estatistica na frequéncia de células CD4*IL-10" (Figura 3A) e CD4"CD25"Foxp3*
(Figura 3B) entre os grupos HAE e Controle. Ao comparar os grupos com HAE e tratados
apenas com ASC houve menor frequéncia de células CD4"IL-10", mas sem alteracdo na
frequéncia das células CD4"CD25"Foxp3*. Porém, nos grupos que receberam ASC+NAC
houve aumento de células CD4*IL-10" e CD4"CD25"Foxp3*. Em relagdo aos linfdcitos B
CD45R"IL-10", houve menor frequéncia em todos os grupos em relacdo ao grupo Controle

(Figura 3C).
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Figura 3. Frequéncia de linfdcitos hepaticos com potencial supressivo no figado de camundongos BALB/c, 7
dias ap6s inducdo da hepatite autoimmune experimental (HAE) e tratamento com extrato sollvel de Ascaris
suum (ASC) ou ASC mais N-acetil-L-cisteina (NAC), avaliado por citometria de fluxo. Linfécitos T
CD4*1L10* (A), linfécitos T CD4*CD25*FoxP3* (B), linfécitos B CD45R*IL10* (C). Os resultados representam
a frequéncia de células duplo-marcadas do pool de 3 animais/grupo. * p < 0.05 em relago ao grupo controle. **

p < 0.05 em relagdo ao grupo HAE. # p < 0.05 em relacdo aos grupos controle, HAE e HAE+ASC.



49

Avaliacéo da expressdo génica de marcadores fibrogénicos no tecido hepatico de animais
com HAE sob tratamento com ASC ou ASC+NAC

A expressio de Collal e a-SMA (Figura 4A e 4B) foi maior nos grupos que
receberam ASC, com ou sem a NAC. Entretanto, o aumento foi estatisticamente significativo
para Collal quando comparados aos grupos Controle e HAE. Do contrério, houve dréstica
reducdo da expressdo Fizz (Figura 4C) nos grupos HAE+ASC e HAE+ASC+NAC quando

comparados com os grupos Controle e HAE.
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Figura 4. Expressao relativa do mRNA de Collal (A), a-SMA (B), FI1ZZ1 (C), ARG1 (D) e PPAR-y (E) no
figado de camundongos BALB/c, 7 dias ap6s inducdo da hepatite autoimmune experimental (HAE) e

tratamento com extrato sollvel de Ascaris suum (ASC) ou ASC mais N-acetil-L-cisteina (NAC), avaliado por
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gPCR. Os resultados representam a media + desvio padrdo de 6 animais/grupo. * p < 0.05 em relacéo ao grupo

controle. * p < 0.05 em relacdo ao grupo controle. ** p < 0.05 em relacdo ao grupo HAE.

A expressdo de ARG (Figura 4D e 4E) foi significativamente menor no grupo
HAE+ASC+NAC, em relacdo ao grupo Controle. Apesar de menor expressdo de PPAR-y nos
grupos HAE+ASC+NAC, ndo houve diferenca estatistica.

Histomorfometria do figado de animais com HAE sob tratamento com ASC ou
ASC+NAC

A analise histomorfométrica do figado mostrou maior nimero de leucocitos e aumento
deposicao de colageno nos grupos HAE e HAE+ASC em relacdo ao grupo Controle (Tabela
2). Contudo, no grupo HAE+ASC+NAC houve significativa reducdo da producdo de
colageno, em relacdo aos grupos HAE e HAE+ASC, e diminuicdo de leuctcitos em

comparacao a este primeiro grupo.

Tabela 2 — Histomorfometria do figado apds tratamento com ASC ou ASC+NAC

Grupos Histologia Morfometria
Leucécitos/campo (£DP)S Colageno % (+DP)*

CONTROLE 100 (20,60) 135 (2,16)

HAE 204 (13,11)" 175 (7,50)"

HAE+ASC 172 (15,12)" 181 (7,32)"

HAE+ASC+NAC 138 (19,97)* 155 (4,04)"#

$Média + desvio padrdo de leucécitos contados por campo usando o software ImageJ. *Média +
desvio padrdo do percentual de coldgeno usando o software ImageJ * p < 0,05 em rela¢do ao
grupo Controle. ** p < 0,05 em relagdo ao grupo HAE. # p < 0,05 em relacdo ao grupo
HAE+ASC.

DISCUSSAO

O modelo animal da hepatite autoimune induzida por ConA possui mecanismos e
caracteristicas semelhantes aos da hepatite autoimune clinica, sendo um bom modelo para
estudo da doenga e para o desenvolvimento de novas terapias (TIEGS; HENTSCHEL,;
WENDEL, 1992; YE et al., 2018). Aqui, pela primeira vez, ndés observamos que 0s animais
com HAE apresentaram aumento da expressdo das moléculas coestimulatérias CD28 e

CDA40L em linfocitos hepaticos, sugerindo um desvio de balanco positivo/upregulation do
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status de ativacdo celular. Embora tenha sido possivel observar linfocitos T e B com potencial
supressivo e discreto aumento de CTLA-4. Em conjunto, o perfil observado se encaixa ao
inicio do desenvolvimento da tolerancia a ConA, em resposta a IL-10 produzida por células
de Kupffer e linfocitos T CD4+CD25+, ap6s 7 dias inducdo da HAE (ERHARDT et al.,
2007). Previamente, foi demonstrado que o tratamento com ASC apresentou efeito
hepatoprotetor nesse modelo com indugéo de Th2/IL-10 (NASCIMENTO et al., 2014). Neste
trabalho, demonstramos que a acao supressora do ASC no figado pode estar relacionada a
reducdo da expressdo de moléculas coestimulatérias em linfécitos T (CD28 e CD40L) e
aumento da expressdo génica de FIZZ1. Adicionalmente, a NAC auxiliou 0 ASC no controle
da HAE pela expansdo células T CD4"CD25'FoxP3" e CD4*IL-10*, reduziu o infiltrado
inflamatdrio e deposicdo de colageno.

A injaria hepatica na HAE € resultado da uma intensa resposta inflamatéria, que
resulta de falhas na autotolerancia e na disfuncdo de linfocitos T, com células T CD4 e CD8
altamente ativadas (YE et al., 2018). O ASC suprime a expressdo dessas moléculas, com
grande reducdo de CD28 e CD40L, e discreta diminuicdo da expressdao de CTLA-4. CD28
participa do processo de ativacdo do linfocito T autorreativo e o CD40L na funcéo efetora
dos linfdcitos T, entre elas a colaboracdo com os linfocitos B na producdo de anticorpos
(ALEGRE; THOMPSON; GAJEWSKI, 1998; LONGHI et al., 2010). Estes resultados
corroboram o efeito imunossupressivo do ASC e a diminui¢do de imunoglobulinas observada
por Nascimento et al (NASCIMENTO et al., 2014).

Nos animais que receberam ASC+NAC houve aumento de linfécitos T produtores de
IL-10 e linfocitos T CD4*CD25FoxP3*. Como observado no llpus eritematoso sistémico, a
NAC pode conduzir a expansdo de T CD4"CD25" e aumento da expressdo de FoxP3"™ (LAI et
al., 2012). Sabendo que a diminuicdo do nimero de linfocitos T CD4*CD25" e de sua
capacidade de expansdo podem favorecer o surgimento da HAI (LONGHI et al., 2004), a
NAC pode atuar no controle da HAE pela expansdo deste subtipo de linfécito T com caréater
supressor.

Sendo assim, em relacdo ao perfil de ativagdo dos linfécitos T, é possivel sugerir que a
associacdo entre 0 ASC e a NAC tenham um efeito supressor: o ASC diminui a ativagédo
celular pela menor expressdo de moléculas coestimulatérias e a NAC pela expansdo de
linfocitos T CD4" com potencial supressor. Contudo, a geracdo/expansao das T
CD4*CD25"Foxp3* observadas na presenca da NAC pode ser dependente da produgdo de
TGF-B. Apesar do aumento significativo de células T CD4'IL-10" no grupo
HAE+ASC+NAC, a populacédo de linfécitos B CD45*IL-10" diminuiu em todos os animais
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com HAE. Os nossos resultados descartam os linfocitos B como fonte de IL-10, porém
estamos cientes que ndo podemos excluir a participacdo dos linfdcitos B regulatorios.

O tratamento com ASC apresentou efeito protetor na HAE, entretanto a fibrose ainda
ocorreu (NASCIMENTO et al., 2014). Aqui, foi observado aumento da expressdo de RNAmM
para a-SMA e Collal e discreta redugdo para PPAR-y nos animais do grupo HAE+ASC,
sugerindo ativacdo da HSC (ANTHONY et al., 2010). Contudo, a expressao de RNAm para
Fizz e ARG1, comprometidos com o controle macréfagos M2 (JABLONSKI et al., 2015),
diminuiu nos grupos que receberam o ASC e ASC+NAC, respectivamente Este achado pode
estar relacionado com a menor producdo de colageno nesse ultimo grupo. Sabendo que a
ativacdo das HSC e a proporc¢do do balango entre macr6fagos M1 e M2 sdo um evento chave
no desenvolvimento da fibrose hepatica (ANTHONY et al., 2010), é possivel que na presenca
da NAC, o efeito do ASC em suprimir M2 sobreponha o potencial de ativacdo das HSC.
Entretanto, est& hipdtese precisa ser investigada

No geral, os resultados indicam que a agdo do ASC no figado é limitar a expressdo de
moléculas coestimulatorias CD28 e CD40L em linfocitos T. A NAC tende a melhorar a
expansdo de células T CD4'CD25'FoxP3* e T CD4'IL10", auxiliando no controle do
processo inflamatério e diminuindo a expressdo dos genes FIZZ1 e ARG1, relacionados com
a producdo de colageno. A compreensdo do perfil de ativacdo de células imunes e as
alteracbes na expressdo de marcadores celulares na HAE, é essencial para determinar 0s
fatores que influenciam o progndstico da doenca e auxiliar o desenvolvimento de terapias
alternativas usando moléculas com potencial imunomodulatério. Essas podem incluir a

sintese de analogos do A. suum que estimulem toleréncia imunolégica.
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5.2 Artigo 2: Extrato de Ascaris suum induz TGF-B e producdo precoce IgG1 na hepatite

autoimune experimental (Anexo B)

INTRODUCAO

O extrato de vermes adultos de Ascaris suum (ASC) suprime a resposta inflamatéria a
antigenos heter6logos por mecanismos dependentes de IL-10/TGF-B e células T
CD4*CD25*Foxp3* (DE ARAUJO et al., 2010; SOUZA et al., 2002). Na hepatite autoimune
experimental (HAE), foi demonstrado que o ASC apresentou efeito protetor ao promover
aumento dos niveis de IL-4, IL-10 e IL-13, acompanhado por reducdo do infiltrado
inflamatorio e restauracdo das transaminases (NASCIMENTO et al., 2014). Entretanto, 0s
niveis do TGF-B e dos isotipos de IgG anti-Ascaris neste modelo de inflamacdo ndo foram
avaliados.

O ASC induz uma resposta Th2 que foi correlacionada com a supressdo in vivo e
sintese de IL-10 e IL-4 (FERREIRA et al., 1995). Imunizagdo com PAS-1, uma proteina do A.
suum, estimula a resposta Th2 com producédo de 1L-10 e TGF-p na asma alérgica induzida por
OVA em camundongos (DE ARAUJO et al., 2010). Com relacdo as subclasses de 1gG, a
imunizacdo com extrato de vermes adultos, larvas ou cuticula de vermes de A. suum confere
imunidade protetora a infeccé@o pela inducgéo de anticorpos das subclasses IgG1 e 1gG3 anti-
Ascaris (GAZZINELLI-GUIMARAES et al., 2018). A imunizagido com As16, uma proteina
geneticamente relacionada ao A. suum, também induz uma resposta Th2 predominante, com
altos titulos sorolégicos de 1gG1 (WEI et al., 2017). E sabido que is6tipos de IgG ativam
macrdfagos produtores de 1L-10, prejudicando a resposta Thl (ROLOT; DEWALS, 2018). E
possivel que o ASC auxilie no controle no processo inflamatério induzindo um perfil
regulatorio via IgG1/IL-10 e TGF-B. Apesar do conhecimento de que o tratamento com ASC
provocou modulagdo negativa da imunopatologia na HAE, com desenvolvimento de uma

resposta imune de perfil Th2, a avaliacdo de outras vias de modulagéo se fez necessaria.
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MATERIAIS E METODOS

Animais, extrato de Ascaris suum e concanavalina A

Foram utilizados camundongos machos BALB/c provenientes do biotério do
Laboratorio de Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco
(LIKA/UFPE). O extrato de vermes adultos de Ascaris suum foi obtido de acordo com
protocolo de Souza et al. (2002). A Concanavalina (ConA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) foi diluida em PBS estéril 0,01 M, pH 7,2.

Grupos experimentais

Trés grupos experimentais foram formados. A HAE foi induzida nos camundongos
pela administracdo intravenosa de 20 mg/kg de ConA diluida em PBS estéril (2 mg/ml). Ap6s
duas horas, alguns destes animais receberam PBS (i.p.) (grupo HAE) e o0s animais
remanescentes receberam 1 mg de ASC (i.p) (grupo HAE+ASC). Animais controle receberam
somente PBS (grupo controle). O modelo experimental e parametros da hepatite foram
ajustados como descrito por Nascimento et al. (2014). Este protocolo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias Bioldgicas/UFPE (no
23076.041705/2015-93).

Detecc¢do de anticorpos anti-Ascaris usando ELISA

Amostras de sangue foram colheram em 8 h, 24 h e 7 dias apds inducdo da HAE. Os
anticorpos 1gG1l e lgG2a anti-Ascaris foram titulados usando placas de 96 pocos (Nunc
MaxiSorp, Denmark) sensibilizadas com ASC (5ug/ml) e anti-anticorpos de cabra
biotinilados contra 1gG1 ou IgG2a de camundongo (Southern Biotechnology Associates Inc,
USA). As reacgdes foram reveladas usando o conjugado estreptoavidina-HRP (Sigma-Aldrich,
USA) e solugédo de o-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich, USA) em tampéo citrato 0,1 M mais
H20.. As placas foram lidas em 450 ym. Os resultados foram expressos como a média da
densidade Optica £ desvio padrdo da diluicdo correspondente a parte linear da curva de
titulacdo (1:10).

Cultura de células esplénicos e dosagem de TGF-p usando ELISA
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Sete dias apds inducdo da HAE, os bacos dos camundongos eutanasiados dos grupos
HAE e HAE+ASC foram extraidos. As suspensdes celulares foram preparadas como descrito
por Nascimento et al. (2014) e os sobrenadantes foram coletados (72 h) e TGF-p foi

mensurado por ELISA de captura usando kit comercial (Invitrogen, Novex, USA).

Andlise estatistica

Para analise da producdo de anticorpos, o teste Anova Two-Way foi utilizado para
avaliar as diferencas entre os grupos. As comparacdes multiplas foram realizadas utilizando o
teste de Bonferroni. Para analise da producdo de TGF-B, foi utilizado o teste t. As analises
estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) e os achados foram considerados significativos quando p < 0,05. Todos o0s
procedimentos foram repetidos trés vezes para avaliar a reprodutibilidade dos resultados, e um
representante das trés analises independentes foi apresentado.

RESULTADOS

No grupo HAE, os niveis de IgG1 e IgG2a anti-Ascaris foram baixissimos e seguiram
a mesma cinética, com niveis muito menores em 24 h. No grupo HAE+ASC a producdo de
IgG2a somente ocorreu no 7° dia e foi em niveis maiores em comparagdo ao grupo HAE.
Com relacdo a producdo de IgG1 anti-Ascaris houve producdo nas 8 h, 24 h e 7° dia, mas
significantemente maior nesses dois Ultimos tempos (Figura 1A), quando comparado ao
grupo HAE. No grupo Controle ndo houve producdo de anticorpos anti-Ascaris (dados nédo

mostrados).
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Figura 1. Niveis dos is6tipos 1gG1 e 1gG2a anti-Ascaris (A) no plasma de camundongos BALB/c em 8h, 24h e
7 dias apds inducdo da Hepatite Autoimune Experimental (HAE) e tratamento com o extrato sollvel de vermes
adultos de Ascaris suum (ASC) dosados por ELISA. Niveis de TFG- (B) em cultura de esplendcitos dos
grupos HAE e HAE+ASC (72 h; 6x10° células/mL), sete dia apds de indugdo da HAE. Os esplendcitos foram
cultivados somente com meio (Basal) e estimulados com ConA (10 ng/mL) ou ASC (20 pg/mL). Os resultados
apresentam a média + desvio padrdo de 6 animais/grupo. * p < 0,05 em relacdo ao grupo HAE para IgG1. #p <

0,05 em relacéo ao grupo HAE para IgG2a. £ p < 0,05 em relacéo ao grupo HAE para TGF-.

TGF-p foi mensurado no sobrenadante da cultura de esplendcitos cultivados somente
com meio (basal) e estimulados com ConA ou ASC. Sob essas condic¢Oes, a producgdo de
TGF-p foi estatisticamente maior no grupo HAE+ASC em relagdo ao grupo HAE (Figura
1B).
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DISCUSSAO

A administracdo do extrato de A. suum atenuou o dano hepatico (restauracdo dos
marcadores bioquimicos e controle do processo inflamatdrio) na HAE por desviar a resposta
imune Thl para um padrdo Th2/IL-10 (NASCIMENTO et al., 2014). Aqui, foi possivel
demonstrar que o tratamento com ASC induziu niveis elevados de TGF-B, IgG1 e IgG2a anti-
Ascaris, porém IgG1 foi produzido de forma precoce e em maiores niveis.

No grupo HAE foi observado a producdo de anticorpos especificos anti-Ascaris. Isto
pode ser explicado pela administracdo da ConA. Ela conduz a expansdo policlonal de
linfocitos T e, consequentemente, os linfocitos B (TIEGS et al., 1992). Em relacdo ao grupo
HAE+ASC, a cinética de producdo dos isotipos IgG1 e igG2a foi distinta. O isétipo 1gG2a
teve producdo detectada apenas no 7° dia. Contrariamente, a producdo de 1gG1 ocorreu em
niveis maiores ja nas 24 horas, bem como no 7° dia. Esse resultado corrobora o
direcionamento da resposta imune na HAE pelo ASC para um perfil Th2, ja nas 24 horas. E
conhecido que IgG1 faz o troca de classe para IL-4 e € ASC dependente (SILVA et al., 2006).
De fato, a producdo de IgGl se inicia junto com maiores niveis de IL-4 e IL-13
(NASCIMENTO et al., 2014).

A relacdo entre 1gG-FcyR e a sintese de IL-10 via macrofagos € conhecida em
modelos experimental com parasitas (BUXBAUM; SCOTT, 2005; FAIRFAX et al., 2012).
Antigenos de helmintos induzem um microambiente hepatico com altos niveis de IL-4 e IL-
10, que pode promover a diferenciacdo de macréfagos produtores de I1L-10, chamados de M2,
0s quais sdo relevantes no reparo tecidual (ROLOT; DEWALS, 2018). Na HAE, o ASC
ocasiona aumento de IL-4, IL-10 e IL-13 (NASCIMENTO et al., 2014). IL-10 é crucial para
inducdo de tolerancia na HAE. E possivel que o desvio da producdo deste isétipo para a
subclasse 1gG1, em resposta ao ASC, esteja modulando negativamente a lesdo na HAE
através da inducdo de IL-10 por macrofagos e, precocemente (24 horas). Testes com
camundongos knockout FcyR poderiam auxiliar na confirmagao da hipotese.

Em adicdo a producdo de IL-10 via IgG1, é possivel que a supressdao mediada pelo
ASC na HAE também seja pela indugdo de TGF-f. O bloqueio do TGF-f suprime a funcédo de
linfocitos T CD4*CD25"Foxp3*, tornando os camundongos mais susceptiveis a HAE (WEI et
al., 2008). Aqui, o tratamento com o ASC induziu niveis elevados de TGF-B. Entretanto, o

papel de outras citocinas inflamatorias (IL-17, IL-22) merece ser estudado.

CONCLUSAO



60

Em conclusdo, os niveis mais altos de 1gG1 e TGF-B podem indicar controle da
resposta da resposta Thl durante a HAE. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
confirma esta hipOtese. A compreensdo dos mecanismos modulatérios, bem como a
identificacdo e caracterizacdo das moléculas envolvidas nesse processo, poderdo auxiliar no
desenvolvimento de terapias alternativas e econOmicas para o tratamento de doencas

inflamatdrias, como a sintese de analogos do A. suum que estimulem tolerancia imunoldgica.

REFERENCIAS

ANTUNES, M. F. P. et al. Immunosuppressive PAS-1 is an excretory/secretory protein
released by larval and adult worms of the ascarid nematode Ascaris suum. Journal of
helminthology, v. 2, p. 1-8, 7 abr. 2014.

BUXBAUM, L. U.; SCOTT, P. Interleukin 10- and Fcgamma receptor-deficient mice resolve
Leishmania mexicana lesions. Infection and immunity, v. 73, n. 4, p. 2101-8, abr. 2005.

DE ARAUJO, C. A A et al. PAS-1, an Ascaris suum protein, modulates allergic airway
inflammation via CD8+ydTCR+ and CD4+CD25+FoxP3+ T cells. Scandinavian journal of
immunology, v. 72, n. 6, p. 491-503, dez. 2010.

FAIRFAX, K. C. et al. IL-10R blockade during chronic schistosomiasis mansoni results in the
loss of B cells from the liver and the development of severe pulmonary disease. PL0S
pathogens, v. 8, n. 1, p. €1002490, jan. 2012.

FERREIRA, A. P. et al. Immunization with ascaris suum extract impairs T cell functions in
mice. Cellular Immunology, v. 162, n. 2, p. 202-210, 1995.

GAZZINELLI-GUIMARAES, A. C. et al. IgG Induced by Vaccination With Ascaris suum
Extracts Is Protective Against Infection. Frontiers in immunology, v. 9, p. 2535, 2018.
NASCIMENTO, W. C. et al. Immunomodulation of liver injury by Ascaris suum extract in an
experimental model of autoimmune hepatitis. Parasitology research, v. 113, n. 9, p. 3309—
17, set. 2014.

ROLOT, M.; DEWALS, B. G. Macrophage Activation and Functions during Helminth
Infection: Recent Advances from the Laboratory Mouse. Journal of Immunology Research,
v. 2018, p. 1-17, 2 jul. 2018.

SOUZA, V. M. O.; FAQUIM-MAURQO, E. L.; MACEDO, M. S. Extracts of Ascaris suum
egg and adult worm share similar immunosuppressive properties. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, v. 35, n. 1, p. 81-89, jan. 2002.



61

SOUZA, V. M. 0.; JACYSYN, J. F.; MACEDO, M. S. IL-4 and IL-10 are essential for
immunosuppression induced by high molecular weight proteins from Ascaris suum.
Cytokine, v. 28, n. 2, p. 92-100, 21 out. 2004.

TIEGS, G.; HENTSCHEL, J.; WENDEL, A. AT cell-dependent experimental liver injury in
mice inducible by concanavalin A. Journal of Clinical Investigation, v. 90, n. July, p. 196—
203, 1992.

TITZ, T. DE O. et al. Ascaris suum infection modulates inflammation: Implication of CD4 +
CD25 high Foxp3 + T cells and IL-10. Parasite Immunology, v. 39, n. 9, p. e12453, set.
2017.

WEI, H.-X. et al. CD4+ CD25+ Foxp3+ regulatory T cells protect against T cell-mediated
fulminant hepatitis in a TGF-beta-dependent manner in mice. Journal of immunology
(Baltimore, Md. : 1950), v. 181, n. 10, p. 7221-9, 15 nov. 2008.

WEI, J. et al. Yeast-expressed recombinant As16 protects mice against Ascaris suum infection
through induction of a Th2-skewed immune response. PLOS Neglected Tropical Diseases,
v. 11, n. 7, p. e0005769, 14 jul. 2017.



6

62

CONSIDERACOES FINAIS

» Em relacdo aos linfocitos B CD45R*IL-10", todos 0s grupos apresentaram menor

frequéncia em relacdo ao grupo Controle. N&o houve diferenca na frequéncia de células
CD47IL-10" e CD4"CD25Foxp3* entre os grupos HAE e Controle, mas no grupo
HAE+ASC+NAC houve aumento significativo. Ao comparar os grupos HAE e
HAE+ASC, houve menor frequéncia de células CD4*IL-10* no grupo tratado, porém sem
alteracdo na frequéncia das células CD4*CD25Foxp3™;

Houve aumento significativo da expressdao das moléculas CD28, CD40L, CTLA-4 nos
animais com HAE em relacdo ao grupo Controle. Entretanto, houve uma diminuicao
significativa no grupo HAE+ASC em relacdo ao grupo HAE. N&o houve diferenca
estatistica no grupo HAE+ASC+NAC em comparacéo ao grupo HAE;

Em comparagdo com os grupos Controle e HAE, a expressao de Collal e a-SMA foi
maior nos grupos que receberam ASC, com ou sem a NAC, mas estatisticamente
significativa apenas para Collal. De modo contrario, houve dréstica reducéo da expressao
F1ZZ1 nos grupos tratados. Todavia, a expressdo de ARG1 somente foi significativamente
menor no grupo HAE+ASC+NAC. Nao houve diferenca na expressdo de PPAR-y entre 0s
grupos;

Nos grupos HAE e HAE+ASC ha aumento do infiltrado inflamatorio e da deposicdo de
colageno em relacdo ao grupo Controle. Contudo, no grupo HAE+ASC+NAC houve
significativa reducdo da producédo de colageno em relagdo aos grupos HAE e HAE+ASC e
diminuicdo de leucdcitos em comparagdo ao grupo HAE.

» A producdo de IgG1 anti-Ascaris foi precoce no grupo HAE+ASC, com maiores niveis em

24 h e 7 dias. Corroborando o direcionamento da resposta imune para um perfil Th2 ja nas
primeiras 24 horas. Contrariamente, a producdo de 1gG2a ocorreu somente no 7° dia. Os
niveis de 1gG1 e 1gG2a anti-Ascaris no grupo HAE se mantiveram baixos durante toda

cinética;

» A producdo de TGF-B foi maior no grupo HAE+ASC em relagdo ao grupo HAE em todas

as condicdes de cultivo.
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ANEXO A - PARECER DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Cibncins Bloldgiens

A, Prol, Nelson Chaves, s/n
50620-420 / wolle ra Branid
fonua: (55 B1) 2126 8840 | 2126 W31
faxy (58 81) 2126 B350

W, cob L ulpe b

Recife, 27 de outubro de 2015.

Oficio n® 10315

Da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof.* Valdénia Maria Oliveira de Souza
Departamento de Ciénclas Farmacéuticas ~ CCS
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.041706/2015-93

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Efeltos imunorregulatérios do extrato de Ascaris
sunn e de sua associagdo com N-acetil-L-cisteina sobre os mecanismos
intracelulares da populacéio de macréfagos (M1 e M2) e linfocitos T na hepatite
autoimune experimental”,

Concluimos que os procedimentos descritos para a ulilizaco experimental dos
animals encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentagdo Animal e com as normas intemacionais estabelecidas peio
National Institule of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quals sdo
adotadas como critérios de avaliagdo e juigamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lel
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animals para fins
cientificos e didaticos,

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do LIKA-UFPE, Animais.
camundongos Isogénicos BALB/c, Idade: 8 semanas, |
Peso: 250g; Sexo; machos; N total de animais: 300.
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ANEXO B — CARTA DE DECISAO DA REVISTA BRASILEIRA DE
PARASITOLOGIA VETERINARIA

De: Rosangela Machado <anbehalfof@manuscripteentral.com>

Date: seq., 6 de abr. de 2020 as 14:48

Subject: Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria - Decision on Manuscript ID RBPV-2019-0234 R1
To: <valdenia souza@gmail.com>

06-Apr-2020
Dear Dr. Souza:

Itis a pleasure to accept your manuscript entitied "Extract of <i>Ascans suum</i> induces TGF-B and early
production of IgG1 in experimental autoimmune hepatitis” in its current form for publication in the Revista Brasileira
de Parasitologia Veterinaria. The comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot
of this letter.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria,
we look forward to your continued contributions o the Journal.

Sincerely,

Prof. Rosangela Machado

Editor-in-Chief, Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria
cbpv_rbpv.feav@unesp.br
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