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RESUMO

Estresse oxidativo e inflamacgéo sdo chave nas doencas hepaticas. Hepatite autoimune é uma
doenca inflamatoria crénica e progressiva, que ha relatos de falha terapéutica. Nesse contexto,
a presencga de enzimas antioxidantes no Ascaris suum e o uso associativo de antigenos de
helmintos com moléculas antioxidantes, podem modular positivamente a atividade anti-
inflamatdria e antioxidante nas lesdes hepaticas. A associacao do extrato solivel de A. suum
(ASC) e N-acetil-L-cisteina (NAC) atenuou a hepatite autoimune experimental (HAE) através
do perfil Th2-anti-inflamatorio. Entretanto, os efeitos que esta associagdo causa no balanco
redox na HAE né&o foram esclarecidos. Para esta avaliacdo, foram formados os seguintes
grupos experimentais: Concanavalina A foi administrada por via intravenosa (i.v.) na dose 20
mg/Kg (grupo HAE). Parte deste grupo recebeu ASC (2h ap6s; 40 mg/Kg), por via
intraperitoneal (i.p.) (grupo HAE+ASC), e a outra parte recebeu a NAC (30 minutos; 200
mg/Kg), por via oral (v.0.) e 12 h ap6s (grupo HAE+NAC). Parte do grupo HAE+ASC
também recebeu NAC (grupo HAE+NAC+ASC). Grupo Controle recebeu apenas PBS (i.p. e
i.v.). Vinte e quatro horas ap06s a administracdo da Concanavalina A, 0 homogenato do figado
foi preparado. A lipoperoxidacéo foi estimada através da ligagdo do &cido tiobarbitdrico ao
malondialdeido (MDA). Glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foram mensuradas
através da ligagdo com o OPT em pH 8,0 e pH 12,0, respectivamente. A atividade da catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) foi determinada através da decomposicdo do H;O: e
inibicdo da autoxidacdo da epinefrina, respectivamente. Nos grupos HAE tratados com a
NAC e NAC+ASC, houve reducéo dos niveis do MDA, bem como o aumento da atividade da
SOD e da razdo GSH/GSSG, em comparacao ao grupo HAE. No entanto, estes parametros no
grupo HAE+ASC foram semelhantes ao Controle e HAE. Atividade da CAT ndo demonstrou
diferenca entre os grupos de estudo. Em conjunto esses resultados demonstram que o ASC
ndo promoveu alteragdo nos pardmetros do balanco redox avaliados na HAE, porém a NAC
foi capaz de restaurar o aporte antioxidante.

Palavras-chave: Acetilcistéina. Ascaris suum. Estresse oxidativo. Hepatite autoimune.



ABSTRACT

Oxidative stress and inflammation are key in liver injuries. Autoimmune hepatitis is a chronic
and progressive inflammatory disease, which has reported therapeutic failure. In this context,
the presence of antioxidant enzymes in Ascaris suum and the associative use of helminth
antigens with antioxidant molecules, can down modulation anti-inflammatory and antioxidant
activity in liver injuries. Association A. suum soluble extract (ASC) and N-acetyl-L-cysteine
(NAC) attenuated experimental autoimmune hepatitis (EAH) through Th2-anti-inflammatory
profile. However, redox balance effects that this association causes in EAH have not been
clarified. Experimental groups formation, Concanavalin A (20 mg/Kg) was administered
intravenously (i.v.) (EAH group). Part of this group received ASC (2 h after, 40 mg/Kg),
intraperitoneally (i.p.) (EAH+ASC group), and the other part received oral NAC (30 minutes
after, 200 mg/Kg) and 12 h after (EAH+NAC group). EAH+ASC group part also received
NAC (EAH+NAC+ASC group). Control group received only PBS (i.p. and i.v.). Twenty-four
hours after Concanavalin A administration, homogenate liver was prepared. Lipoperoxidation
was estimated by thiobarbituric acid binding malondialdehyde (MDA). Reduced glutathione
(GSH) and oxidized (GSSG) were measured by binding to OPT at pH 8,0 and pH 12,0,
respectively. Catalase activity (CAT) and superoxide dismutase (SOD) was determined
through H>O> decomposition and epinephrine autoxidation inhibition, respectively. EAH
groups treated with NAC and NAC+ASC there was a reduction of MDA levels, as well as the
increase of SOD and GSH/GSSG ratio, compared to HAE group. However, EAH+ASC group
parameters were similar EAH and Control groups. CAT activity no showed difference among
study groups. Together these results showed that ASC did not promote changes in redox
balance parameters evaluated in EAH, however the NAC was able to restore antioxidant

reserve.

Keywords: Acetylcysteine. Ascaris suum. Oxidative stress. Autoimmune hepatitis.
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1 INTRODUCAO

Na hepatite autoimune experimental (HAE) em murinos, NASCIMENTO et al., 2014,
demonstraram que o tratamento com extrato solivel de vermes adultos de Ascaris suum
(ASC) atenuou a lesdo hepatica acompanhada da diminuicdo do infiltrado leucocitério,
aminotransferases, imunoglobulinas totais e perfil de resposta Thl, com inducdo de perfil
Th2. Contudo, o0 ASC ndo atenuou a deposicdo do colageno. SILVA, 2015 ao associar N-
acetil-L-cisteina ao ASC no tratamento da HAE, observou reducdo na deposicdo de colageno
no tecido hepatico, da sintese de interleucina (IL)-13 e 6xido nitrico, com aumento de IL-5,
IL-10 e TGF-B, indicando um perfil de Th2 e anti-inflamatério.

Nesse contexto, estudos demonstraram a presenca de enzimas antioxidantes no A.
suum e no Schistosoma mansoni, ressaltando a capacidade intrinseca em modular
negativamente a resposta inflamatoria (ECKELT et al., 1998; LIEBAU et al.,, 1997;
MOURAO et al., 2009; TSUJI et al., 2000). Na artrite autoimune experimental, o0 ASC
reduziu a atividade inflamatdria com diminuicdo do déxido nitrico e IL-1p (ROCHA et al.,
2008). Em modelo da asma alérgica murina, o ASC foi capaz de reduzir atividade
inflamatéria com diminuicdo dos niveis da peroxidase eosinofilica (ITAMI et al., 2005).
Adicionalmente, a imunizacdo com antigenos dos vermes de helminto potencializou o efeito
antioxidante da melatonina, com diminuicdo do malonaldeido (MDA) e aumento da
glutationa reduzida (GSH) e da catalase (CAT) (EL-SHENAWY; SOLIMAM; ABEL-
RAHMAN., 2009).

Em modelo experimental de lesdo hepética cronica por tetracloreto de carbono ou
intoxicacdo por acetaminofeno, o tratamento com a NAC alterou o status oxidativo e sistemas
antioxidante. De modo geral, a NAC favoreceu elevados niveis de CAT, glutationa
peroxidase, superoxido dismutase (SOD) e GSH, ao mesmo tempo houve diminuicdo de
MDA, hidroxiprolina, glutationa oxidada (GSSG) e espécies reativas do oxigénio (CAl et al.,
2015; NISSAR et al., 2013; TERNEUS et al., 2008; TOBWALA et al., 2015). Contudo, no
tratamento profilatico e terapéutico com a NAC na HAE, ndo foram avaliados diretamente
estes parametros do estresse oxidativo (WANG et al., 2015).

Portanto, é provavel que a associacdo do ASC e NAC, potencialize a atividade anti-
inflamatoria do ASC e ocorra a restauragdo do aporte antioxidante promovido pela NAC.
Além disso, os resultados desse estudo auxiliardo numa melhor compreensdo dos mecanismos

pelos quais os antigenos de helmintos atuam modulando o balango redox frente a desordens
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inflamatorias, bem como informagBes quanto ao balanco das moléculas oxidantes e
antioxidantes na HAE.

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo é avaliar o efeito da associacdo do
ASC com a NAC sob o estresse oxidativo na HAE, através da determinacdo dos niveis do
MDA (status oxidativo) e SOD, CAT e GSH/GSSG, (sistemas antioxidante).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Hepatite autoimune

A hepatite autoimune (HAI) é uma doenca inflamatoria crénica, de carater
progressivo, caracterizada pela presenca de autoanticorpos circulantes, elevacdo de
aminotransferases, hipergamaglobulinemia (sobre tudo 1gG), bem como pelo infiltrado
inflamatorio (hepatite de interface) e regides de necrose ao exame histopatologico (CZAJA,
2015). A HAI atinge todas as idades, porém comumente afeta a mulheres na idade adulta, de
30-45 anos, numa razédo 1:4 de homens para mulheres (MANNS et al., 2010). A incidéncia no
Brasil é desconhecida, mas estima-se que a prevaléncia é de 3,3% dentre as hepatites crénicas
(PORTAL DA SAUDE, 2012).

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 hepatdcitos
por linfécitos T CD8" efetores ap6s 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; WATT,; CHOWDHARY, 2011). Os linfécitos T regulatérios também desempenham
um papel consolidado na manutencdo da autotolerdncia hepética, tendo vista que sua
diminuigdo tem sido relatada na HAI (WANG et al. 2012; CARAMBIA; HERKEL 2010;
JONULEITAND; SCHMITT, 2003).

No processo de lesdo hepética quando ha producdo de moléculas pro-oxidantes a via
de sinalizagdo NF-kB ¢ ativada principalmente nas células de Kupffer, induzindo a secrecao
de mediadores inflamatdrios, tais como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 e 0 gene do Oxido
nitrico sintase induzida, que sintetiza Oxido nitrico, extremamente lesivo as células. O
consumo das reservas antioxidantes e o excesso da reacdo inflamatorio produz um feedback
positivo, com mais producgéo de ROS, que lesa 0 DNA e induz apoptose celular, que por sua
vez culmina em mais ativacao celular por meio do reconhecimento dos corpos apoptéticos via
células de Kupffer. Essas ROS que induzem ativacdo das células estreladas hepaticas,
estimulando-as a produzirem ROS (CZAJA, 2016a), Figura 1. Esse processo de
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retroaliamentagdo induz exaustdo do aporte antioxidante e conduz a cronicidade e
modificagdes morfologicas e funcionais do orgao.

Em um artigo de revisdo, LIBERAL et al. (2016) sistematizam o0 eventos
imunolégicos desencadeados na HAL Inicialmente ocorre apresentacdo de autoantigenos
pelas células apresentadoras de antigenos, via MHC Il aos linfocitos T CD4" naive, que a
depender do segundo sinal. Quando ha IL-12 ou IL-4, ha diferenciacdo em Thl ou Th2,
respectivamente, e a presenca de IL-6 e TGF-B, conduz os linfécitos ThO a se diferenciarem
em Th17. Células Thl secretam IFN-y que podem atuar em células de Kupffer, estimulando-
os a secretarem IL-1 e TNF-a, bem como IL-2 e IFN-y secretadas por Thl, irdo induzir
expressao de MHC |, seguido por ativacdo de linfocitos T CD8", mecanismos efetores estes
direcionados aos hepatdcitos. Ja as células Th2, secretam principalmente IL-4, 0 que promove
ativacdo de linfécitos B e troca isotipica de anticorpos, que irdo ligar-se aos hepaticos que
desencadeardo a citotoxicidade dependente de anticorpos, via células natural killer. No que
compete as células Thl7, as mesmas secretam citocinas (IL-17, IL-22 e¢ TNFa) que
contribuem para o processo inflamatério da HAIL. Todo esse contexto de inflamagdo é
decorrente do desequilibrio dos mecanismo regulatorios, principalmente associado as células
T regulatérias (Treg).

Entre disfuncbes hepaticas, a hepatite autoimune, estd relacionada a deposicdo de
matriz extracelular que é dependente de macrofagos com ativacdo alternativa e ndo 0s
classicos. Além disso, a participacdo das células estreladas hepéticas, que tomam um fen6tipo
de miofibroblasto e depositam colageno no parénquima hepatico é essencial (ANDRADE et
al., 2015). A maior consequéncia da hepatite autoimune é a sua progressdo para cirrose e
carcinoma hepatocelular, visto que ela é fator de risco para o seu estabelecimento (CZAJA,
2014).

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 antimadsculo 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 soltveis do figado/figado e pancreas, com ou sem anticorpos ANA e SMA
(MANNS et al., 2010; CZAJAb, 2016; AIZAWA; HOKARI, 2017). O carcinoma
hepatocelular ocorre em 4% dos pacientes com HAI tipo 1, e a probabilidade de
desenvolvimento desta neoplasia é de 2,9% (MANNS et al., 2010).
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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 exacerbagdo 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 complica¢fes secundarias como cirrose e varizes esofagianas
(MANNS et al., 2010; CZAJAb, 2016; AIZAWA; HOKARI, 2017). Mesmo com o
tratamento convencional, monoterapia com predinisona ou em combinag¢éo com azatioprina, a
cirrose costuma ocorrer em 40% dos pacientes tratados e € tida como um fator de risco para o
desenvolvimentos do carcinoma hepatocelular (MANNS et al., 2010; AIZAWA; HOKARI,
2017). A inabilidade de suprimir totalmente a atividade inflamatdria em até 12 meses de
tratamento estd relacionada com sua evolucdo para cirrose em 54% dos casos e morte ou
transplante hepatico em 15% dos casos (CZAJA, 2009).

Dessa forma, devido os relatos de falha terapéutica, toxicidade aos farmacos
utilizados, opgdes terapéuticas que suplementem ou atuem como adjuvantes no tratamento
convencional, que utilizam de mecanismo de inducdo de homeostase hepética, estdo
comecando a surgir, tais como a geracdo de células T regulatérias e de citocinas
imunossupressoras e restauracdo do aporte antioxidante para tratamento de doencas
autoimunes (CARAMBIA; HERKEL, 2010; CZAJA, 2016).
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Figura 1 - Mecanismo de geracdo de espécies reativas do oxigénio na hepatite autoimune
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Fonte: CZAJA, 2016a (Adaptado). Os eventos decorrentes destas causam sdo caracterizados com inflamacéo e

acompanhados do aumento das especies reativas do oxigénio (ROS). As ROS induzem apoptose dos hepatdcitos
€ 0S corpos apoptoticos destas, por sua vez, ativam células de Kupffer e células estreladas hepéticas induzindo-as
a produzirem mais ROS. A manutengdo desse estimulo oxidante e a presenca do fator de transformacgdo do
crescimento beta (TGF-B) promovem transdiferenciacdo das células estreladas em um fendtipo de
miofibroblasto, contribuindo para o aumento da producdo das ROS. A manutengdo desse perfil oxidante induz

progressao para a lesdo cronica e consequente cirrose e desenvolvimento do carcinoma hepatocelular.

2.2 Hepatite autoimune experimental

A hepatite autoimune experimental é induzida mediante a administracdo intravenosa
da lectina Concanavalina A (Con A), extraida da Canavalia ensiformis (TIEGS;
HENTSCHEL; WENDEL, 1992). Esse modelo experimental de lesdo hepatica mimetiza de
forma satisfatoria as desordens hepaticas imunomediadas, sendo bastante aceito e adequado
para o estudo fisiopatoldgico da hepatite autoimune e prospec¢gdo de novas ferramentas
terapéuticas (CAl et al., 2015; LIU et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2014; WANG et al.,
2012).
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Inicialmente, TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992, verificaram que a lesdo
hepéatica induzida pela Con A é dose-dependente, com a participacdo de macrofagos e
linfocitos T CD4*. No exame de microscopia eletronica, foi observada adesdo de leucécitos
ao endotélio e aos hepatdcitos com desarranjo estrutural nos mesmos, bem como interacéo
macrofago-linfécito.

Diversos estudos esclareceram a sequéncia dos eventos que desencadeiam a leséo
hepatica na HAE, sumarizado na Figura 2. Cerca de quinze minutos apds a administracéo
intravenosa da Con A, a lectina liga-se ao receptor de manose nas células endoteliais
sinusoidais, lesionando sua membrana através da ativacdo de linfécitos T e causando
liberacdo de citocinas quimiotaticas. Quatro horas apds a administracdo da Con A, a lectina
liga-se as células de Kupffer que a apresentam via MHC de classe Il ao receptor dos linfécitos
T, induzindo uma hiperativacdo inespecifica destas células. Nesse contexto, as citocinas IL-2,
IL-4, IL-6 e TNF-a sdo as citocinas mais relevantes na fisiopatogénese da HAE, resultam na
inducdo de apoptose nos hepatécitos (HEYMANN et al., 2015; KUSTERS et al., 1996;
SCHUMANN et al., 2000; WANG et al., 2012).

SHIRIN et al. (2010) investigaram o papel do estresse oxidativo na patogénese da
HAE, demonstrando que este componente atua de forma secundaria aos eventos
imunomediados decorrentes da administracdo da Con A. O processo de lipoperoxidacéo,
ocorre doze horas ap0s sua administracdo e permanece por até vinte e quatro horas. A
participacdo do estresse oxidativo na HAE foi demonstrada através da administracdo prévia
de moléculas com atividade antioxidante (“free radical scavenger””) que atenuou a lesdo neste
modelo.

Recentemente tem sido investigado o papel dos marcadores hepaticos do
status oxidativo e sistemas antioxidante na HAE, frente a diversas estratégias terapéuticas que
visam regular os mecanismos imunoldgicos e oxidantes na HAE, sobre tudo as ROS. Nesse
sentido, moléculas derivadas de plantas, como shikonin e revasterol e o acido alfa-lipdico,
regulador do metabolismo mitocondrial tém sido alvo de estudo frente a HAE. De forma
geral, estas moléculas foram capazes de prevenir a resposta inflamatoria e oxidante, induzindo
aumento de citocinas inflamatorias, bem como aumentando niveis de moléculas dos sistemas
antioxidantes e da atividade enzimatica (FEI et al., 2016; LIU et al., 2016; ZHOU et al.,
2015).
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Figura 2 — Inducdo da lesdo hepatica pela Con A através da ativacdo de linfocitos T e macréfagos
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Fonte: HEYMANN et al., 2015.
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2.3 Estresse oxidativo

Espécies reativas do oxigénio (ROS) sdo um grupo variado de moléculas, como 0s
radicais livres ou ions derivados da molécula de oxigénio (O2), que atuam em diversas vias de
sinalizacdo celular e na eliminacdo de microrganismos patogénicos (SERVIDDIO;
BELLANTI; VENDEMIALE, 2013). Estas sdo geradas fisiologicamente no metabolismo
aerdbico nas mitocondrias, através da cadeia transportadora de elétrons. Nesse processo para
obtencédo de energia, a molécula de O sofre quatro reducdes e posteriormente recebe quatro
moléculas de H*, pela oxidacdo do citocromo c, resultando em H2O e energia na forma de
ATP. Cerca de 2 a 5 % desse oxigénio € desviado, estando disponivel para sofrer reducbes
univalente, gerando as ROS. Em condigdes fisioldgicas a célula utiliza de sistemas
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos, a fim de controlar a producdo destas moléculas
mantendo assim a homeostase (BARBOSA et al., 2010).

O estresse oxidativo € o favorecimento de estimulos pro-oxidantes, quando a
capacidade de contencdo destas espécies de oxigénio supera a acdo das moléculas
antioxidantes, resultando em lesdo das membranas plasmaticas, proteinas e DNA da célula
(FERREIRA, A.L.A.; MATSUBARA, 1997). Dentre estas espécies, temos o radical anion
superoxido (O2") gerado pela redugcdo do Oz e o peroxido de hidrogénio (H205),
potencialmente lesiva, sendo formada através da reacdo de dismutacdo O>" pela enzima
superdxido dismutase (SOD). Por sua vez o H20. quando se liga aos ions metais Fe/Cu
(reacdo de Fenton), por meio da oxidagdo destas moléculas, gera o radical hidoxil (OH),

molécula esta extremamente lesiva as biomoléculas, a qual ndo existe neutralizador. Além
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disso, os jons Fe/Cu catalisam a ligacdo do H202 e O2" na formagéo de mais OH" (BARBOSA
etal., 2010; VASCONCELOS et al., 2007), esquematizados na Figura 3.

Em contrapartida, é necessario que essas moléculas sejam removidas do sistema para
evitar lesdo celular e tissular e manutencdo da homeostase. Dentre essas moléculas
antioxidantes, como ilustrado na Figura 3, a principal ¢ a glutationa reduzida (GSH) que atua
na conjugacdo e eliminacdo das ROS as custas da sua oxidacdo (GSSG) (HUBER,;
ALMEIDA; FATIMA., 2008). Além da GSH, o organismo dispde das vitaminas A, C e E,
bem como as enzimas SOD e catalase (CAT), esta catalisando a reacdo de hidrdlise do H20>
em H0. Este ultimo processo também é realizado pela glutationa peroxidase (GPx) a custa da
conversdo da GSH a GSSG. Assim, é fundamental a atuacao da glutationa redutase (Grd) para
a recuperacdo da GSH (BARBOSA et al., 2010; SERVIDDIO; BELLANTI;
VENDEMIALE, 2013).

Figura 3 - Integracdo dos sistemas de defesa enzimético
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Fonte: BARBOSA et al., 2010 (Adaptado). Legenda: radical anion superoxido (O2"); peréxido de hidrogénio
(H20); radical hidroxil (OH"); superoxido dismutase (SOD); catalase (CAT); glutationa peréxidase (GPy);
glutationa reduzida (GSH); glutationa oxidada (GSSG); glutationa redutase (Grd); fosfato dinucleétido de

nicotinamida e adenina (NAPDP*) e fosfato dinucleétido de nicotinamida e adenina reduzida (NADPH).

Apols o contato com o agente lesivo, ocorre aumento da respiracdo celular nas
mitocondrias das células de Kupffer, neutréfilos e hepatocitos, o que eleva a produgdo das
ROS. As ROS séo capazes de induzir dano no DNA, carboidratos e nas membranas celulares,
por meio da peroxidagao dos &cidos graxos insaturados, formando produtos aldeidos, tal como
o malondialdeino (MDA), produto secundario a peroxidagdo das membranas celulares
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(ANDRADE et al., 2015; CENTER, 2004; DA COSTA SILVA; CERCHIARO; HONORIO,
2011; ROLO; TEODORO; PALMEIRA, 2012).

O figado é a maior glandula do organismo humano, desempenhando funcGes
metabdlicas e de detoxificacdo de xenobidticos e sua capacidade tolerogénica é extremamente
importante para a manutengdo da homeostase sistémica. Estimulos externos que venham
alterar a homeostase hepatica, além de modificar o ambiente hepatico, prejudica suas funcGes
e reflete em todo organismo (ANDRADE et al., 2015). Conseguinte a liberacdo de ROS, ha
ativacdo da via de sinalizacéo para genes inflamatdrios nas células de Kupffer, principalmente
a do NF-xB, que induz a secre¢do de interleucinas (IL) pré-inflamatérias (IL-1, IL-6 e TNF-
a)), amplificando o processo de inflamagdo. A manutencdo desses estimulos pro-inflamatoérios
e antioxidantes, conduzem o processo inflamatério para um estado crénico, com posterior
agravamento no quadro de cirrose hepéatica e possivel progressdo para um quadro de
carcinoma hapatocelular (ANDRADE et al., 2015; CZAJA, 2014).

2.4  Propriedades imunorregulatorias do extrato soltvel de Ascaris suum

Tem sido demonstrado que diferentes componentes do extrato de vermes de A. suum
sdo capazes de modular a resposta imune para antigenos ndo relacionado ao verme. A
administracdo conjunta do extrato do ASC com a ovalbumina, resultou na supressao da reacdo
imediata e da reacdo tardia de hipersensibilidade, acompanhada pela inibi¢do da producédo de
IgE e subtipos e IgG anti-OVA (FERREIRA; ELIANA S; MACEDO., 1995; SOUZA;
FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002). Os componentes de alto peso molecular de A. suum
também inibiram a expressao de moléculas coestimulatérias (CD80, CD86, CD40) e MHC de
classe Il em células apresentadores de antigenos (SILVA et al., 2006) e induziu efeitos
tolerogénicos.

Na asma alérgica, o ASC tem um profundo efeito inibitério. Neste modelo, foi
eosindfilos, redugdo IL-5 e IL-4 no lavado broncoalveolar e os niveis de IgE total e IgE
especifica para o alérgeno (LIMA et al., 2002) e que transferéncia adotiva de células ASC-
especificas, linfécitos T regulatérios (CD4",CD25%, e FoxP3") e linfécitos T (CD8%yd e
TCR™), foram capazes de modular negativamente a alergia e elevar os niveis de IL-10 e TGF-
B, revelando que o mecanismo de a¢do do ASC nesse contexto é via linfocitos T regulatorios
(ARAUJO et al., 2010) e dependente de linfocitos T.
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Em relacéo a capacidade imunossupressora do ASC em modelos de hipersensibilidade
autoimune foi observado que na artrite autoimune experimental, o ASC foi administrado por
via intraperitoneal ou oral, antes ou depois da inducdo da artrite, levando a diminuicdo da
producdo de IL-1B e 6xido nitrico (ROCHA et al., 2008). Na HAE, os efeitos do ASC foram
avaliados de forma profilética e terapéutica. Em ambos os esquemas, 0 ASC restaurou 0s
niveis das aminotransferases, imunoglobulinas totais e o peso do figado, no entanto, no grupo
terapéutico o reestabelecimento foi mais tardio. Nos grupos tratados houve uma reducéo do
infiltrado inflamatdrio, com elevada producéo de IL-4, IL-10 e IL-13 e menor producdo de
IFN-y (NASCIMENTO et al., 2014). SILVA, 2015 observou aumento de IL-5 e TGF-B,
indicando um perfil de Th2 e anti-inflamat6rio e aumento de células com perfil inibitorio
(Treg) em camundongos com HAE e tratados com ASC.

Estudos identificaram enzimas antioxidantes no A. suum, CAT e glutationa-S-
transferase. Esse fato ressalta a capacidade intrinseca deste helminto em modular a reposta
oxidante do hospedeiro, como um mecanismo de evasdo, garantindo o sucesso da infecgéo
(ECKELT et al., 1998; LIEBAU et al.,, 1997). Diversos estudos com helmintos,
principalmente o S. mansoni, demonstraram que a imuniza¢cdo com antigenos desse verme e
posterior infeccdo em camundongos, foi capaz de diminuir a carga parasitaria (EL-
SHENAWY; SOLIMAM; ABEL-RAHMAN., 2009; MOURAO et al., 2009). Além disso, foi
demonstrado que a imunizagdo com antigenos deste verme potencializa o efeito antioxidante

da melatonina, com diminui¢do do MDA e aumento da GSH e da atividade da CAT.

2.5  Propriedades antioxidantes e anti-inflamatéria da N-acetil-L-cisteina

A NAC é uma droga com conhecido efeito pleiotrépico, utilizada na pratica clinica por
diversas décadas como agente mucolitico (ANDRADE et al., 2015), no tratamento da
hepatotoxicidade por acetaminofeno (KHAYYAT et al.,, 2016) e em diversos modelos
animais, como a doenca alcodlica (CARO et al., 2014) e fibrose (NISSAR et al., 2013). Esses
efeitos sdo decorrentes da presenca do aminoacido cisteina na composicdo quimica da NAC,
doando esse aminoacido para a biossintese da GSH, bem como a presenga do grupamento
sulfidrila (-SH) também chamado de grupo tiol (Figura 4). O aumento dos tidis esta
associado a melhora do balango redox celular (ANDRADE et al., 2015).
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Figura 4 - Estrutura quimica da L-cisteina, N-acetil-L-cisteina e glutationa reduzida
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Fonte: ANDRADE et al., 2015.

Quanto a melhora da intoxicacdo por acetaminofeno, foi demonstrado que a NAC atua
nos hepatocitos, restaurando os niveis de GSH, inibindo a lipoperoxidacdo e eliminando as
ROS (TOBWALA et al., 2015). ALTURFAN et al., 2012 em modelo de intoxicacdo por
acrilamida, apés o tratamento com a NAC, resultou no menor recrutamento de neutrofilos,
diminuicdo dos niveis de MDA e de colageno, seguido pelo aumento de GSH. Por sua vez,
em resposta a doenca granulomatosa, a NAC reduziu a fibrose associada aos granulomas de S.
mansoni e modulou negativamente a producao de IFN-y e 6xido nitrico com aumento de IL-
10 (AIRES et al., 2012).

Em modelo experimental de lesdo hepética crénica por tetracloreto de carbono, o
tratamento com a NAC alterou o status oxidativo e sistemas antioxidante, reduzindo os niveis
de MDA e hidroxiprolina, bem aumento nos niveis de GSH, GPx e atividade da CAT e SOD,
em relacdo aqueles que ndo receberam NAC (NISSAR et al., 2013). O que ressalta a
capacidade antioxidante e antifibrética da NAC.

SILVA, 2015 ao associar a NAC ao esquema terapéutico do ASC na HAE, observou
reducdo na deposicdo de colageno no tecido hepatico e na sintese da IL-13 e Oxido nitrico,
com aumento de IL-5, IL-10 e TGF-B, indicando um perfil de Th2 e anti-inflamatorio. Ainda
no modelo da HAE, o tratamento profilatico e terapéutico com a NAC (WANG et al., 2015),
resultou em diminuicdo dos marcadores de lesdo hepatica (aminotransferases), juntamente
com redugdo do infiltrado inflamatdrio, seguido por redugéo das citocinas IL-2 e IL-6, TNF-a,
IFN-y, bem como a redu¢do do NF-«kB. Esses resultados apontam para uma reducdo do
estimulo pro-inflamatorio e pré-oxidante em hepatocitos e células de Kupffer. No entanto,
ndo foram avaliados diretamente os parametros do balanco redox.

Portanto, é provavel que a associagdo do ASC e NAC, potencialize a atividade anti-
inflamatoria do ASC e ocorra a restauragdo do aporte antioxidante promovido pela NAC.

Além disso, os resultados desse estudo auxiliardo numa melhor compreensdo dos mecanismos
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pelos quais os antigenos de helmintos atuam modulando o balanco redox frente a desordens
inflamatdrias, bem como informacBes quanto ao balanco das moléculas oxidantes e

antioxidantes na HAE.
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Avaliar os niveis hepéaticos de moléculas do status oxidativo (MDA) e sistemas
antioxidante (CAT, SOD e GSH/GSSG) em camundongos com hepatite autoimune
experimental submetidos, ou ndo, ao tratamento associativo do extrato soltvel de Ascaris
suum e a N-acetil-L-cisteina, em comparacdo aos camundongos tratados apenas com o extrato

soltvel de Ascaris suum ou com a N-acetil-L-cisteina.

3.2  Objetivos Especificos

Comparar 0s niveis hepaticos de moléculas do status oxidativo (MDA) e sistemas
antioxidante (CAT, SOD e GSH/GSSG) entre 0s seguintes grupos de animais:
e Camundongos com hepatite autoimune experimental em relacdo aos tratados com a
associacdo do extrato solivel de Ascaris suum e N-acetil-L-cisteina;
e Camundongos com hepatite autoimune experimental em relacdo aos tratados apenas
com extrato soltvel de Ascaris suum;
e Camundongos com hepatite autoimune experimental em relacdo aos tratados apenas
N-acetil-L-cisteina;
e Camundongos com hepatite autoimune experimental tratados com a associacdo do
extrato soltvel de Ascaris suum e N-acetil-L-cisteina em relacdo aos tratados apenas

com extrato solGvel de Ascaris suum ou apenas com N-acetil-L-cisteina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho de estudo

Realizou-se um estudo experimental, onde grupos de camundongos isogénicos machos
(BALB/c) foram submetidos a inducdo da HAE. Alguns grupos foram submetidos ao
tratamento associativo com NAC e/ou com o ASC, e outro grupo apenas com PBS (grupo
controle). Os animais apresentaram o0 mesmo tempo de vida, fizeram parte da mesma
linhagem e foram criados sob as mesmas condi¢Ges. Devido ao processo utilizado, qualquer
diferenca existente entre os grupos foi atribuida a intervencdo avaliada. Como vantagens do
estudo, além de condicBes controladas de observacdo, o modelo experimental utilizado
mimetiza a doenca autoimune hepatica humana. Entretanto, ndo é possivel afirmar que os

resultados obtidos serdo reprodutiveis em seres humanos.

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

O extrato de vermes adultos de A. suum foi produzido segundo protocolo de SOUZA,;
FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002. Brevemente, vermes adultos de A. suum foram
lavados em solucdo salina e homogeneizados em tampao 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 suspenséo 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. A aliquota foi ressuspendida em PBS 0,01 M, pH 7,2, a
uma concentragdo de 2 mg/mL, e filtrada em condi¢des assépticas em filtro com porosidade
de 0,22 um. O ASC foi administrado na dose de 40 mg/Kg (NASCIMENTO et al., 2014).

A Concanavalina A tipo IV (C2010, Sigma-Aldrich, EUA) e a N-acetil-L-cisteina
(NAC) (A7250, Sigma-Aldrich, EUA) foram ressuspendidas em PBS 0,01 M, pH 7,2, a uma
concentracdo de 2 mg/mL e 100 mg/mL, respectivamente. Foram filtradas em condicdes
assépticas em filtro com porosidade de 0,22 um. A Con A foi administrada por via
intravenosa na dose de 20 mg/Kg (NASCIMENTO et al., 2014) e a NAC foi administrada por
via oral na dose de 200 mg/Kg (SILVA, 2015).

4.3  Animais e grupos de estudo
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Foram utilizados camundongos isogénicos machos, da linhagem BALB/c, com 7-8
semanas de idade, provenientes do Biotério de Criagdo e Manutencdo de Animais de
Laboratdrio, do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA/UFPE). Os animais
experimentais foram mantidos em gaiolas, sob condi¢Ges padronizadas de temperatura (22 a
23°C) e luminosidade (ciclos de 12h de claro e 12h de escuro) e receberam agua e alimento
ad libitum. O protocolo experimental foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (n°
23076.041705/2015-93).

Os animais foram distribuidos em cinco grupos (n=5). Para inducdo da HAE, a Con A
foi administrada por via intravenosa (i.v.) na dose 20 mg/Kg (grupo HAE). Parte deste grupo
recebeu ASC (2h ap6s; 40 mg/Kg), por via intraperitoneal (i.p.) (grupo HAE+ASC) e a outra
parte recebeu a NAC (30 minutos; 200 mg/Kg), por via oral (v.0.) e ap6s 12 h (grupo
HAE+NAC). Parte do grupo HAE+ASC também recebeu NAC (grupo HAE+NAC+ASC).
Grupo Controle recebeu apenas PBS (i.p. e i.v.). O protocolo experimental foi idealizado a
partir dos estudos de TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992, SILVA, 2015 e
NASCIMENTO et al. (2014), foi executado conforme orientagdes no esquema abaixo
(Figura 4).

Figura 5 - Formacédo dos grupos experimentais
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Fonte: Elaborado pelo autor. Legenda: hepatite autoimune experimental (HAE); N-acetil-L-cisteina (NAC);
extrato solGvel de Ascaris suum (ASC); via intravenosa (i.v.); via intraperitoneal (i.p.); via oral (v.0.); tempo

zero (T0); tempo de trinta minutos ap6s o TO (T30min.) e tempo de duas horas ap6s o tempo zero (T2h).
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4.4  Monitoramento da hepatite autoimune experimental

O controle da inducdo da HAE, foi monitorada através das aminotransferases séricas,
alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) 24 h apds a indugdo da
HAE. A coleta sanguinea foi realizada pela veia safena lateral (0,2-0,4 mL de sangue) em
tubos com EDTA. As amostras foram centrifugadas a 479 g durante 5 minutos. O plasma foi
coletado e armazenado a -20°C.

Os niveis das amiotransferases (ALT e AST) foram quantificados pela metodologia de
Frankel e Reitman (Labtest, BRA) (108 e 109, Labtest, Brasil). Os resultados foram expressos

em U/L, em forma de média de 5 animais/grupo + desvio padrdo.

4.5 Eutanasia dos animais

No tempo 24 horas apés inducdo da HAE, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os figados foram removidos cirurgicamente e destinados para
preparagdo do homogenato e obtencdo do sobrenadante deste, para determinacfes

bioquimicas.

4.6  Preparacdo do homogenato do figado e dosagem de proteinas totais

O figado de cada animal foi homogeneizado em 10mL de tampé&o Tris-base 50 mM,
EDTA 1 mM, pH 7,2, a 4°C, contendo 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonilo (P7626,
Sigma-Aldrich, EUA) e 1 mM ortovanadato (S6208, Sigma-Aldrich, EUA). O figado foi
homogeneizado em homogeneizador do tipo Potter-Elvehjen em Turrax (Yamato, Japdo) em
gelo durante 1 min em intervalos de 20 segundos. Posteriormente, foi centrifugado a 10 000 g,
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante do homogenato do figado foi coletado em
diferentes aliquotas e armazenado a -80°C.

A concentragdo das proteinas totais foi determinada por meio do método do Acido
Biciconinico (SMITH et al., 1985), utilizando a albumina de soro bovino (BSA) (A2153,
Sigma-Aldrich, EUA) como padréo, sendo o limiar de deteccédo do teste de 0,03125-2 mg/mL.
Brevemente, em placas de 96-pocos (3590, Costar, EUA) foram adicionados 25 pL de cada
amostra (diluida em 1:50), em triplicata, seguido da adi¢do de 200 uL da solugdo reveladora
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(BCA e sulfato de cobre 0,16 M). As placas foram lidas em 450 nm em um leitor de ELISA

automatizado.

4.7  Quantificacao da lipoperoxidagao

Os niveis da lipoperoxidacdo foram determinados segundo OHKAWA; OHISHI;
YAGI, 1979. O ensaio baseia-se na capacidade do acido tiobarbitdrico (TBA) se ligar a
lipidios oxidados, dentre eles, 0 malondialdeido (MDA). A ligacdo forma um complexo rosa,
mensurado por espectrofotometria em 532 nm. Sobrenadante do homogenato do figado (200
puL) foram adicionados em tubos de ensaios, seguida da adicdo sequencial de 80 pL de
dodecil sulfato de sodio 8,1%, 600 uL de acido acético pH 3,5 a 20%, e 600 pL de solucdo
aquosa do TBA 0,8%. A mistura foi entdo colocada em banho-maria a 95°C por 60 minutos.
Os tubos foram resfriados e seguiu-se com adic¢éo de 600 pL de n-butanol. Os mesmos foram
centrifugados a 1 000 g por 10 minutos e a parte organica (sobrenadante) foi adicionada em
triplicata em placa de 96-pocos. As placas foram lidas em 532 nm em um leitor de ELISA
automatizado. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina com referéncia a uma
curva padréo de 1,1,1,3 tetramethoxypropane (108383, Sigma-Aldrich, EUA), com limiar de
deteccdo de 3,25-208,5 nmol/L.

4.8  Niveis de glutationa reduzida

Os niveis de GSH foram determinados conforme descrito em HISSIN; HILF, 1976. A
reacdo baseia-se naligacdo do O-ftalaldeido (OPT)a molécula da GSH,em pH 8,0.
Sobrenadante do homogenato do figado (50 pL) foi adicionado em eppendorf contendo 450
pL PBS 100 mM, pH 8,0 e EDTA 5 mM, seguida da adicdo de 50 pL desta mistura, em
triplicata, em placa de 96-pocos preta contendo 140 pL de PBS. A reacdo foi desenvolvida
pela adi¢do de 10 pL do OPT. A placa foi homogeneizada durante 5 min e incubada durante
15 minutos a temperatura ambiente e protegida da luz. A fluorimetria foi determinada em
espectrofluorimetro em 420 nm, com 350 nm de excitacdo. Os resultados foram obtidos em
umol/mg de proteina com referéncia a uma curva padrdo de GSH (G4251, Sigma-Aldrich,
EUA), com limiar de deteccdo de 1,01-65,07 pumol/L, e expressos em forma de razéo
GSH/GSSG.

4.9  Niveis de glutationa oxidada
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Os niveis de GSSG foram determinados conforme descrito em HISSIN; HILF, 1976.
A reacdo baseia-se da interacdo da GSSG com o OPT, em pH 12,0. E na inibicdo da interacédo
GSH-OPT, através da ligacdo da molécula de GSH com a N-etilmaleimida (NEM). NEM 0,04
M (04260, Sigma-Aldrich, EUA) (20 uL) foi adicionada em eppendorf contendo 50 pL do
sobrenadante do homogenato do figado e incubado a temperatura ambiente durante 30
minutos. Posteriormente, foi adicionado 430 pL de NaOH 0,1 M, seguida da adi¢édo de 50 pL
desta mistura, em triplicata, em placa de 96-pogos preta contendo 140 pL de NaOH. A reagéo
foi desenvolvida pela adicdo de 10 pL do OPT (79760, Sigma-Aldrich, EUA). A placa foi
homogeneizada durante 5 min e incubada durante 15 minutos a temperatura ambiente e
protegida da luz. A fluorometria foi determinada em espectrofluorimetro em 420 nm, com 350
nm de excitacdo. Os resultados foram obtidos em pmol/mg de proteina com referéncia a uma
curva padrdo de GSSG (G4501, Sigma-Aldrich, EUA), com limiar de detec¢édo de 0,25-16,32

pumol/L, e expressos em forma de razdo GSH/GSSG.

4.10 Atividade enzimatica da catalase

A atividade da CAT foi determinada de acordo com AEBI, 1984. O método baseia-se
da decomposic¢do do H2O> pela enzima, observado durante 1,5 minutos por espectrofotometria
a 240 nm. Sobrenadante do homogenato do figado (60 pL) foi adicionado em cubeta de
quartzo contendo 905 pL de PBS 50 mM, pH 7,0, a 37°C. A reacdo foi desenvolvida pela
adicdo de 35 pL de peroxido de hidrogénio a 300 mM, seguida pela diminuicdo da
absorbancia a 240 nm durante 1,5 minutos, com obtencdo de quatro leituras. A absorbancia a
ser utilizada corresponde ao delta de absorbancia por minuto. Os resultados foram expressos
em unidade por miligrama de proteina (U/mg). Uma unidade de catalase é equivalente a

hidrélise de 1 pmol de H202 por minuto.

4.11 Atividade enzimatica da superdxido dismutase total

A atividade da SOD-t foi determinada de acordo com MISRA, H.P., FRIDOVICH,
1972. O método baseia-se na inibicdo da auto-oxidacdo da epinefrina em pH 10,2 pela
enzima, observado durante 4 minutos por espectrofotometria a 480 nm. Sobrenadante do
homogenato de figado (60 pL) foi adicionado em cubeta de quartzo contendo 920 uL de
tampéo carbonato 50 mM, pH 10,2 e EDTA 0,1 Mm, a 37°C. Posteriormente, foi adicionado
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20 pL de epinefrina (E4642, Sigma-Aldrich, EUA) a 150 mM em &cido acético 0,05%,
seguido pelo aumento da absorbancia a 480 nm durante 4 minutos, com obtencdo de quatro
leituras. A absorbancia a ser utilizada corresponde ao delta de absorbancia por minuto. Os
resultados foram expressos em unidade por miligrama de proteina (U/mg). Uma unidade de
SOD-t ¢ definida como a quantidade de enzima que causa inibicdo de 50% da oxidacdo da

epinefrina.

4.12 Anélise estatistica

Os niveis das aminotransferases e marcadores do status oxidativo e sistemas
antioxidante foram avaliados utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido do poés-
teste de Tukey. Para a analise estatistica nos utilizamos o GraphPad Prism 5.0 (San Diego,
CA, EUA). A significancia foi considerada admitindo-se um p<0,05. Todos os procedimentos

foram repetidos trés vezes para avaliar a reprodutibilidade dos resultados.
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5 RESULTADOS

Efeito da associacdo do extrato solivel de Ascaris suum e N-acetil-L-cisteina no estresse

oxidativo na hepatite autoimune experimental

Introducéo

A hepatite autoimune é uma doenga inflamatéria crénica, tendo a inflamagdo e o
estresse oxidativo como papéis chave na sua patogénese, com possibilidade de progressao
para cirrose e carcinoma hepatocelular (CZAJA, 2014, 2016). Portanto, o controle dessas duas
vertentes mostra-se imprescindivel na terapéutica da hepatite autoimune. Para isto, foi
desenvolvido modelo de hepatite autoimune experimental (HAE), que mimetiza a leséo
hepatica com rico infiltrado de linfdcitos T, através da administracéo intravenosa da lectina
Concanavalina A (HEYMANN et al., 2015; TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992).
Ferramentas terapéuticas com capacidade antioxidante podem atenuar a lesdo na HAE por
diminuicdo da inflamacdo, bem como das espécies reativas do oxigénio (ROS), da
peroxidacdo lipidica e da elevagdo da atividade enzimatica da catalase (CAT) e superoxido
dismutase (SOD) e da razdo glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) (FEl et al., 2016; LIU
etal., 2016; SHIRIN et al., 2010; ZHOU et al., 2015).

Nesse contexto, estudos demonstraram a presenca de enzimas antioxidantes no Ascaris
suum, como a CAT e a glutationa-S-transferase (GST) e no Schistosoma mansoni, ressaltando
a capacidade intrinseca em modular negativamente a resposta inflamatéria (ECKELT et al.,
1998; LIEBAU et al., 1997; MOURAO et al., 2009; TSUJI et al., 2000). Adicionalmente, a
imunizagdo com antigenos dos vermes de helminto potencializou o efeito antioxidante da
melatonina, com diminuicdo do malonaldeido (MDA) e aumento da GSH e atividade da
catalase (EL-SHENAWY; SOLIMAM; ABEL-RAHMAN., 2009). Na artrite autoimune
experimental, o extrato do verme do A. suum (ASC) reduziu a atividade inflamatéria com
diminuigdo do oxido nitrico e IL-18 (ROCHA et al., 2008). Em modelo da asma alérgica
murina, 0 ASC foi capaz de reduzir atividade inflamatdria com diminuigdo dos niveis da
peroxidase eosinofilica (ITAMI et al., 2005).

Na HAE, NASCIMENTO et al. (2014), demonstraram que o tratamento com ASC
atenuou a lesdo hepatica (diminuicdo das aminotransferases, imunoglobulinas totais e perfil
de resposta Th1l) com inducdo de perfil Th2. Contudo, 0 ASC néo atenuou o aumento da
deposicdo de colageno. SILVA, 2015, ao associar a N-acetil-L-cisteina (NAC) ao ASC no
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tratamento, observou reducgdo na deposi¢do de colageno e da sintese de interleucina (IL)-13 e
oxido nitrico, com aumento de IL-5, IL-10 e TGF-B, indicando um perfil de Th2 ¢ anti-
inflamatorio.

Em modelo experimental de lesdo hepatica crbnica por tetracloreto de carbono e
intoxicagdo por acetaminofeno, o tratamento com a (NAC) alterou o status oxidativo e
sistemas antioxidante. De modo geral, a NAC favoreceu aumento da atividade da CAT,
glutationa peroxidase, SOD e GSH, ao mesmo tempo houve diminuicdo de MDA,
hidroxiprolina, GSSG e ROS (CAl et al., 2015; NISSAR et al., 2013; TERNEUS et al., 2008;
TOBWALA et al., 2015). Contudo, no tratamento profilatico e terapéutico com a NAC na
HAE, ndo foram avaliados diretamente estes parametros do estresse oxidativo (WANG et al.,
2015). Portanto, é provavel que a associacdo do ASC e NAC, potencialize a atividade anti-
inflamatéria do ASC e ocorra a restauracao do aporte antioxidante promovido pela NAC.

No presente estudo, nés avaliamos o efeito da associagdo do ASC e a NAC no estresse
oxidativo na hepatite autoimune experimental, além de investigar possiveis alvos terapéuticos

deste tratamento associativo.

Materiais e métodos

Extrato sollivel de A. suum, Concanavalina A e N-acetil-L-cisteina

O extrato de vermes adultos de A. suum foi produzido segundo protocolo de SOUZA,;
FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002. Brevemente, vermes adultos de A. suum foram
lavados em solucdo salina e homogeneizados em tampao 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 suspenséo 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. Para administracdo nos animais, as aliquotas foram diluidas
em solucdo estéril de tampdo fosfato de sodio (PBS) 0,01M, pH 7,2. A Concanavalina A tipo
IV (Sigma-Aldrich, EUA) e a N-acetil-L-cisteina (Sigma-Aldrich, EUA) foram diluidas em
solucdo estéril de PBS 0,01M, pH 7,2.

Animais e formacéo dos grupos de estudo
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Camundongos machos BALB/c, provenientes do biotério do Laboratorio de
Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKA/UFPE), foram
mantidos em gaiolas, sob condi¢Ges padronizadas de temperatura (22 °C + 1) e luminosidade
(ciclos de 12h de claro e 12h de escuro) e com agua e comida ad libitum. Os animais foram
distribuidos em cinco grupos (n=5). Para indu¢do da HAE, a Con A foi administrada por via
intravenosa (i.v.) na dose 20 mg/Kg (grupo HAE). Parte deste grupo recebeu ASC (2h apés;
40 mg/Kg), por via intraperitoneal (i.p.) (grupo HAE+ASC) e a outra parte recebeu a NAC
(30 minutos; 200 mg/Kg), por via oral (v.0.) e apds 12 h (grupo HAE+NAC). Parte do grupo
HAE+ASC também recebeu NAC (grupo HAE+NAC+ASC). Grupo Controle recebeu apenas
PBS (i.p. ei.v.).

O modelo experimental foi desenvolvido a partir dos estudos de NASCIMENTO et al.
(2014) e SILVA, 2015 e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (n°
23076.041705/2015-93).

Dosagem das aminotransferases

Amostras de sangue foram coletadas vinte e quatro horas apds inducdo da HAE. Os
niveis das aminotransferases alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) foram quantificados pela metodologia de Frankel e Reitman (Labtest, BRA). Os
resultados foram expressos em U/L, em forma de média de 5 animais/grupo + desvio padrao.

Preparacdo do homogenato do figado para analise bioquimica

Vinte e quatro horas ap6s inducdo da HAE, os camundongos foram eutanasiados por
deslocamento cervical. Os figados foram coletados, pesados e homogeneizados em tampéo
Tris-base 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,2, a 4°C, contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo 1ImM (Sigma-Aldrich, EUA) e ortovanadato (Sigma-Aldrich, EUA) e
centrifugado a 10.000 g, durante 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e
armazenados a -80°C para serem utilizados nos ensaios descritos abaixo. A concentracdo de
proteinas foi determinada pelo método do BCA (SMITH et al., 1985), utilizando a albumina

de soro bovino (BSA) como padrao.

Quantificacao da lipoperoxidacao
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Os niveis da lipoperoxidacdo foram determinados segundo OHKAWA; OHISHI;
YAGI, 1979. Sobrenadante do homogenato do figado (200 uL) foram adicionados em tubos,
seguida da adicdo sequencial de 80 pL de dodecil sulfato de sédio 8,1%, 600 pL de acido
acético pH 3,5 a 20%, e 600 puL de solugdo aquosa do TBA 0,8%seguido de incubacdo em
banho-maria a 95°C durante 60 minutos. Apos esfriamento dos tubos, foram adicionados de
600 pL de n-butanol,misturados e centrifugados a 1 000g por 10 minutos e a parte organica
(sobrenadante) foi adicionada em placa de 96-pocos e foram lidos em 532 nm. Os resultados
foram expressos em nmol/mg de proteina em referéncia a curva padrdo (nmol/L) de 1,1,1,3

tatramethoxypropane (Sigma-Aldrich, EUA).

Niveis de glutationa reduzida e oxidada

Os niveis de GSH e GSSG foram determinados conforme descrito em HISSIN; HILF,
1976. Para dosagem da GSH, 50 uL sobrenadante do homogenato do figado foi adicionado
em tubos contendo 450 uL PBS 100 mM, pH 8,0 e EDTA 5 mM. Para dosagem de GSSG, 20
MLN-etilmaleimida0,04 M (Sigma-Aldrich, EUA) foi adicionado em tubos contendo 50 pL do
sobrenadante do homogenato do figado e incubado a temperatura ambiente durante 30
minutos ao abrigo da luz. Posteriormente, foi adicionado 430 pL de NaOH 0,1 M. Foram
adicionados 50 pL de cada mistura, em triplicata, em placa de 96-pocos preta contendo 140
pL dos tampdes. Ambas as reacGes foram desenvolvidas pela adicdo de 10 pL do OPT
(Sigma-Aldrich, EUA). As placas foram homogeneizadas e incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente e protegida da luz. Em seguida, a intensidade de fluorescéncia foi
determinada em 420 nm, com 350 nm de excitagdo. Os resultados foram obtidos em pmol de
GSH e GSSG em referéncia a curvas padrdo (Sigma-Aldrich, EUA) e expressos em pmol/mg

de proteina em forma da razdo GSH/GSSG.

Atividade enzimatica da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com AEBI, 1984.
Sobrenadante do homogenato do figado (60 pL) foi adicionado em cubeta, contendo 905 pL
de PBS 50 mM, pH 7,0, a 37°C. A reacéo foi desenvolvida pela adicdo de 35 pL de perdxido
de hidrogénio a 300 mM. Absorbancia foi mensurada em 240 nm durante cinética de 1,5

minutos, obtendo-se o delta de absorbancia por minuto. Os resultados foram expressos em
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unidade por miligrama de proteina (U/mg). Uma unidade de catalase é equivalente a hidrolise

de 1 umol de H2O2 por minuto.

Atividade enzimética da superoxido dismutase total

A atividade da SOD-t foi determinada de acordo com MISRA, H.P., FRIDOVICH,
1972. Sobrenadante do homogenato de figado (60 pL) foi adicionado em cubeta, contendo
920 pL de tampé&o carbonato 50 mM, pH 10,2 e EDTA 0,1 mM, a 37°C. Seguindo a adicdo de
20 pL da epinefrina (Sigma-Aldrich, EUA) a 150 mM em &cido acético 0,05%. Absorbancia
foi determinada em 480 nm durante cinética de4 minutos, obtendo-se o delta de absorbancia
por minuto. Os resultados foram expressos em unidade por miligrama de proteina (U/mg).
Uma unidade de SOD-t é definida como a quantidade de enzima que causa inibicdo de 50%
da oxidagéo da epinefrina.

Andlise estatistica

Os niveis das aminotransferases e marcadores do status oxidativo e sistemas
antioxidante foram avaliados utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido do poés-
teste de Tukey. Para a analise estatistica nds utilizamos o GraphPad Prism 5.0 (San Diego,
CA, EUA). A significancia foi considerada admitindo-se um p<0,05. Todos os procedimentos
foram repetidos trés vezes para avaliar a reprodutibilidade dos resultados.

Resultados

Como esperado a administracdo da Con A induziu lesdo hepatica, através do aumento
significativo das aminotransferases (Figura 1A e 1B) e houve diminui¢do dos niveis dessas
enzimas nos animais submetidos ao tratamento com ASC e com ou sem a NAC.

A lipoperoxidagédo foi determinada a partir da detec¢do dos niveis do MDA no tecido
hepatico. A administracdo da Con A induziu aumento dos niveis do MDA (Figura 2A), 0s
quais foram estatisticamente semelhantes no grupo HAE+ASC. No entanto, com a adi¢cdo da
NAC os niveis do MDA foram estatisticamente menores (HAE+NAC e HAE+NAC+ASC).

Nos grupos estudados néo foi observado diferencga na atividade da CAT (Figura 2B).
Em relacdo a atividade da SOD, foi semelhante nos grupos HAE e Controle (Figura 2C) e

sem diferenca estatistica nos niveis dos grupos tratados apenas com ASC. Contudo, 0s grupos
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que receberam a associacdo NAC+ASC ou apenas NAC apresentaram aumento significativo
nos niveis da SOD em comparacgéo ao grupo HAE e HAE+ASC.

A Figura 2D representa a razdo GSH/GSSG nos grupos estudados. Em comparacao
ao grupo HAE, pbde ser observado que o grupo HAE+ASC apresentou razdo semelhante,
enquanto nos grupos HAE+NAC e HAE+NAC+ASC a razdo foi estatisticamente maior.
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Figura 1. Niveis plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) (A) e aspartato aminotransferase (AST) (B) em
camundongos com hepatite autoimune experimental (HAE) tratados ou ndo com a associacdo do extrato soltvel
de Ascaris suum (ASC) e N-acetil-L-cisteina (NAC). #p<0,05 em comparacdo ao grupo Controle. *p<0,05 em
comparacdo ao grupo HAE. Os resultados foram representados em forma de média + desvio padrdo de 5

animais/grupo.
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Figura 2. Niveis de malondialdeido (MDA) (A), atividade da catalase (CAT) (B) e superoxido dismutase (SOD)
(C) e da razdo da glutationa reduzida/oxidada (GSH/GSSG) (D) no figado de camundongos com hepatite
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autoimune experimental (HAE) tratados ou ndo com a associacao do extrato solvel de Ascaris suum (ASC) e N-
acetil-L-cisteina (NAC). #p<0,05 em comparagdo ao grupo Controle. *p<0,05 em comparagdo ao grupo HAE.
*p<0,05 em comparacdo ao grupo HAE+ASC. Os resultados foram representados em forma de média + desvio

padréo de 5 animais/grupo.



41

Discussao

Sabendo que o estresse oxidativo € ponto marcante no processo inflamatorio da
hepatite autoimune, as estratégias de controle desse mecanismo mostram-se imprescindiveis.
O extrato de A. suum modulou negativamente a resposta Thl em modelo de HAE
(NASCIMENTO et al., 2014) e foram identificadas moléculas antioxidantes (CAT e GST)
nesse helminto (ECKELT et al., 1998; TSUJI et al., 2000). E sabido que a NAC atuou nestas
duas vertentes, apresentando efeito antioxidante e diminuindo a resposta Thl (AIRES et al.,
2012; WANG et al., 2015). Entdo, nos perguntamos sobre o efeito do ASC e NAC
separadamente e em associacdo na HAE. Os achados mostraram que o ASC ndo tem efeito
sobre os parametros do estresse oxidativo na HAE, avaliados neste estudo, ao contrério da
NAC.

Conforme o esperado, a lesdo hepéatica pdde ser verificada pela elevacdo das
aminotransferases e MDA (FEI et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2014). Contudo, a
atividade da CAT e da SOD néo foram prejudicadas 24 horas ap6s administracdo da Con A.
LI et al.,, 2015 também ndo observaram alteracBes nos niveis destas enzimas, enquanto
WANG et al., 2016 observaram niveis mais baixos da SOD nos animais com HAE em relacéo
aos saudaveis. E possivel que a deteccdo destas enzimas seja menos flutuante quando dosadas
precocemente. Aqui, o tempo de 24 h foi escolhido baseado no estudo de SHIRIN et al., 2010,
onde foi demonstrado ser o pico da lipoperoxidagdo, bem como de acordo com cinética das
aminotransferases de nossos estudos anteriores (NASCIMENTO et al., 2014; SILVA, 2015).

E bem conhecido o papel antioxidante da NAC. Em diferentes modelos de leséo
hepéatica, a NAC favoreceu niveis elevados das enzimas antioxidantes (CAT e SOD) e 0s
antioxidantes ndo-enzimaticos (GSH) e diminuicdo do MDA (CAl et al., 2015; NISSAR et
al., 2013; TERNEUS et al., 2008; TOBWALA et al., 2015). O nosso estudo é o primeiro a
demonstrar os efeitos da NAC no estresse oxidativo na hepatite autoimune experimental. O
efeito da NAC esta associado a doacdo do aminoacido cisteina para biossintese da GSH,
envolvida na detoxificacdo de xenobidticos e eliminacdo de radicais livres (ANDRADE et al.,
2015). Realmente, aqui, a NAC atenuou 0 estresse oxidativo, com diminuicdo da
lipoperoxidagdo e aumento da atividade da SOD, refletidos na elevacdo da razdo GSH/GSSG.

O tratamento com ASC ndo modificou os parametros avaliados do status oxidativo na
HAE, apesar do potencial antioxidante (ECKELT et al., 1998; TSUJI et al., 2000). Nos

acreditamos em duas razdes para esse resultado. A primeira é possivel que o ASC néo seja
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capaz de atuar na resposta imune inata de forma eficaz sendo necessdria uma resposta
dependente de linfécitos T. A segunda é que o ASC tem um efeito mais evidente quando
administrado junto com o antigeno heterélogo, neste caso virtualmente os auto-antigenos.

No modelo de inflamag&o de bolsa de ar (OSHIRO; MACEDO; MACEDO-SOARES,
2005), o ASC diminuiu citocinas inflamatdrias de resposta imune inata e induziu aumento de
citocinas imunossupressoras quando administrando concomitante com o LPS. De fato, o
tratamento com ASC foi mais efetivo quando no modelo profilatico onde é administrado 30
min antes da indu¢do da HAE (NASCIMENTO et al., 2014). Em acordo com SHIRIN et al.,
2010, demonstraram niveis aumentados do MDA e cabonilacdo de proteinas na HAE, ambos
diminuidos quando os camundongos foram pré-tratados com “free-radical scavengers”. Ao
mesmo tempo, a imunizacdo com ovalbumina+ASC inibiu a expressdao de moléculas co-
estimulatorias (CD80, CD86, CD40) e MHC de classe Il em células apresentadores de
antigenos (SILVA et al., 2006) que podem alterar o perfil de resposta imune T-dependente.
Em modelo de asma alérgica, ARAUJO et al., 2010, demonstraram que o efeito do ASC é
dependente dos linfocitos T regulatérios, bem como a participacdo de citocinas
imunossupressoras. Recentemente nosso grupo observou um aumento de células com perfil
inibitério (Treg) em camundongos com HAE e tratados com ASC (dados ndo publicados) e
aumento de IL-10 e TGF-B (SILVA, 2015).

Em conclusdo, os achados mostraram que na atenuacdo da hepatite autoimune
experimental proporcionada pelo tratamento pelo NAC+ASC, a NAC esteve comprometida
com a modulacdo dos parametros do estresse oxidativo aqui avaliados. Apesar disso, nds ndo
descartamos o uso de NAC+ASC como estratégia terapéutica, visto que é possivel a atuacédo
anti-inflamatoria do extrato do verme do helminto e droga em momentos e vias diferentes, a

NAC mais precocemente e 0 ASC mais tardiamente de maneira T-dependente.
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CONCLUSOES

A associacdo da NAC+ASC levou a diminuicdo nos niveis do MDA e aumento na
atividade da SOD e da razdo GSH/GSSG na HAE, porém ambos 0S grupos nédo
apresentaram diferenca na atividade da CAT;

Os animais tratados apenas com o ASC ndo apresentaram diferenca significativa nos
niveis das moléculas do status oxidante (MDA) e sistemas antioxidante (GSH/GSSG,
CAT e SOD) na HAE.

Apenas o tratamento com a NAC foi capaz de diminuir os niveis do MDA e levou ao
aumento da razdo GSH/GSSG e da atividade da SOD na HAE, mas em ndo
apresentaram diferenca na atividade da CAT;

A associacdo NAC+ASC levou ao aumento da atividade da SOD e da razdo
GSH/GSSG em relagéo ao tratamento apenas com ASC, mas ndo apresentou diferenga

para os tratados apenas com NAC.
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Abstract
Autoimmune hepatitis is a chronic and progressive inflammatory disease, which has reported

therapeutic failure. Association A. suum soluble extract (ASC) and N-acetyl-L-cysteine
(NAC) attenuated experimental autoimmune hepatitis (EAH) through Th2-anti-inflammatory
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profile.This study evaluated the association effects of ASC and NAC on oxidative stress in
EAH. Experimental groups, Concanavalin A (20 mg/Kg) was administered intravenously
(i.v.) (EAH group). Part of this group received ASC (2 h after, 40 mg/Kg), intraperitoneally
(i.p.) (EAH+ASC group), and the other part received oral NAC (30 minutes after, 200 mg/Kg)
and 12 h after (EAH+NAC group). EAH+ASC group part also received NAC
(EAH+NAC+ASC group). Control group received only PBS (i.p. and i.v.). At 24 h after EAH
induction, homogenate liver was prepared. Lipoperoxidation was estimated by thiobarbituric
acid binding malondialdehyde (MDA). Reduced glutathione (GSH) and oxidized (GSSG)
were measured by binding to OPT at pH 8,0 and pH 12,0, respectively. Catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) activity was determined through H.O, decomposition and
epinephrine autoxidation inhibition, respectively. EAH groups treated with NAC and
NAC+ASC there was a reduction of MDA levels, as well as the increase of SOD and
GSH/GSSG ratio, compared with the HAE group. However, EAH+ASC group parameters
were similar EAH and Control groups. CAT activity no showed difference among study
groups. Our findings showed that ASC has no effect on the parameters of oxidative stress
evaluated in EAH, unlike NAC.

Keywords: Acetylcysteine; Ascaris suum; oxidative stress; autoimmune hepatitis.

1. Introduction

Autoimmune hepatitis is a chronic inflammatory disease with inflammation and
oxidative stress as key roles in its pathogenesis and possibility of progression to cirrhosis
and hepatocellular carcinoma (Czaja, 2014, 2016). Therefore, control these two aspects is
essential in the autoimmune hepatitis therapy. For this, experimental autoimmune hepatitis
model (EAH) of intravenous Concanavalin A lectin administration has allowed the study of
pathophysiology in liver disease with rich T lymphocyte infiltrate, as occurs in autoimmune
hepatitis (Tiegs et al., 1992; Heymann et al., 2015;). Therapeutic tools with antioxidant
capacity can attenuate EAH by reducing inflammation, as well as reactive oxygen species
(ROS), lipid peroxidation and high activity of catalase (CAT) and superoxide dismutase
(SOD) and the ratio glutathione reduced/oxidized glutathione (GSH/GSSG) (Shirin et al.,
2010; Zhou et al., 2015; Fei et al., 2016; Liu et al., 2016).

In this context, studies have demonstrated antioxidant enzymes in Ascaris suum and
Schistosoma mansoni, such as CAT and glutathione-S-transferase (GST), emphasizing
negative modulate ability to inflammatory host response (Liebau et al., 1997; Eckelt et al.,
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1998; Mourao et al., 2009; Tsuji et al., 2000). In addition, immunization with helminths worm
antigens enhanced the antioxidant effect of melatonin, with decreased malonaldehyde (MDA)
and increased GSH and catalase activity (EI-Shenawy et al., 2009). Experimental autoimmune
arthritis, A. suum worm extract (ASC) reduced inflammatory activity with decreased nitric
oxide and IL-1B (Rocha et al., 2008). Murine allergic asthma model, ASC was able to reduce
inflammatory activity with decreased levels of eosinophilic peroxidase (Itami et al., 2005).

In EAH, Nascimento et al. (2014), demonstrated ASC treatment attenuated hepatic
injury (aminotransferases decreased, total immunoglobulins and Th1 profile) with Th2 profile
induction. However, ASC did not attenuate the increase in collagen deposition. Silva, 2015
associating N-acetyl-L-cysteine (NAC) to ASC treatment, it observed a reduction in collagen
deposition, interleukin (IL)-13 synthesis and nitric oxide, with increase of IL-5, IL-10 and
TGF-B, indicating a Th2 profile and anti-inflammatory activity.

In chronic hepatic injury by carbon tetrachloride and acetaminophen intoxication
models, treatment with NAC altered oxidative status and antioxidant systems. In general,
NAC favored increased activity of CAT, glutathione peroxidase, SOD and GSH, while there
was a decrease in MDA, hydroxyproline, GSSG and ROS (Terneus et al., 2008; Nissar et al.,
2013; Cai et al., 2015; Tobwala et al., 2015). However, EAH prophylactic and therapeutic
treatment with NAC did not were evaluate oxidative stress parameters (Wang et al., 2015).
Therefore, the association of ASC and NAC, potentiate anti-inflammatory activity of ASC
and restore the antioxidant contribution promoted by NAC.

The aim of the present study was to see whether effect association ASC and NAC on
oxidative stress in an experimental autoimmune hepatitis, besides investigating possible

therapeutic targets of this associative treatment.

2. Material and methods

2.1 Concanavalin A, N-acetyl-L-cysteine and A. suum soluble extract

An extract of adult A. suum worms was obtained using the protocol of Souza et al,
2002. Briefly, live adult A. suum worms were washed in saline and homogenized in borate
buffered saline (BBS) at pH 8,0 in an Ultra-Turrax apparatus (Janke and Kunkel, Staufen,
Germany). The homogenate was centrifuged at 10.000 rpm for 1 h. Then, the precipitate was
resuspended in 400 mL and stirred in BBS overnight at 4 °C. This suspension was
centrifuged, the supernatant was dialyzed against distilled water overnight at 4 °C, and the
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supernatant was centrifuged at 10.000 rpm for 2 h and lyophilized. For administration in
animals, aliquots were diluted in sterile 0,01 M sodium phosphate-buffered saline (PBS) at
pH 7.2, as well as to Concanavalin A (Con A) tipo 1V (Sigma-Aldrich, EUA) e a N-acetyl-L-
cysteine (Sigma-Aldrich, EUA).

2.2 Animals and study groups

Eight-week-old male BALB/c mice were housed in the animal care facility at the
Laboratory of Immunopathology Keizo Asami, Federal University of Pernambuco
(LIKA/UFPE). All animals were acclimatized under controlled temperature (22 °C + 1) and
12 h light/12 h dark cycle with water and food ad libitum. The protocol for these studies was
approved by the Ethics Committee for the Research Center of Biological Sciences/UFPE (n°
23076.041705/2015-93).

Experimental groups formation, Con A (20 mg/Kg) was administered intravenously
(i.v.) (EAH group). Part of this group received ASC (2 h after, 40 mg/Kg), intraperitoneally (I
p.) (EAH+ASC group), and the other part received oral NAC (30 minutes after, 200 mg/Kg)
and 12 h after (EAH+NAC group). EAH+ASC group part also received NAC
(EAH+NAC+ASC group). Control group received only PBS (i.p. and i.v.). This experimental

model was adjusted according to Nascimento et al. (2014) and Silva et al. (2015).

2.3 Measurement of aminotransferases

Blood samples were collected 24 h after EAH induction. The levels of alanine
aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were obtained using Frankel
and Reitman’s methodology (Labtest, MG, Brazil). The results were expressed as the mean of

U/L + standard deviation.

2.4 Liver preparations for biochemical analysis

Twenty-four hours after EAH induction, animals were euthanized to cervical
dislocation. Liver were immediately collected, weighed and homogenized. Briefly,
homogenates of liver tissues were prepared in 50 mM Tris buffer containing 1 mM EDTA
(pH 7,2) at 4°C, 1 mM sodium orthovanadate (Sigma-Aldrich, EUA), 1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) (Sigma-Aldrich, EUA) and centrifuged at 10.000 g for
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10 min at 4°C. The supernatant was collected and stored to used in the following experiments
as described below. Concentration of protein in supernatant was estimated to BCA method

using bovine serum albumin (BSA) as standard (Smith et al., 1985).

2.5 Lipoperoxidation quantification

Lipoperoxidation levels were measure according to Ohkawa et al. (1979). The reaction
was developed by the sequential addition of 80 pL of 8.1 % sodium dodecyl sulfate, 600 pL
of 20 % acetic acid pH 3.5, and 600 pL of 0.8 % TBA solutions boiled in water for 60 min to
200 pL of liver homogenate supernatants. After tap water cooling, 600 pL of n-butanol was
added to the sample, centrifuged at 1.000 g for 10 min, and the organic phase was read at 532
nm using a plate reader (Thermo Scientific, Varioskan flash spectral scanning multimode
reader). The results were expressed as nmol per mg of protein using a standard curve
generated using different concentrations of a 1,1,3,3-tetramethoxy propane solution (Sigma-
Aldrich, EUA).

2.6 Reduced and oxidized glutathione levels

The reduced (GSH) and oxidized (GSSG) glutathione levels were measure according
to Hissin; Hilf, 1976. To measure GSH, 450 uL of phosphate buffer 100 mM with EDTA (5
mM) (pH 8,0) were added to 50 pL of the supernatant. And to GSSG evaluate, 50 pL of the
supernatant were incubated at room temperature with 20 uL of N-ethylmaleimide (NEM)
0,04M for 30 min. To this mixture, 430 pL of sodium hydroxide (NaOH) 0,1 M was added. It
was added 50 pL of each mixture plus 140 uL of buffers and 10 uL OPT were placed in the
wells of a 96-well plate. This mixture was incubated for 15 min at room temperature and
protected from light. The reading was made in a spectrofluorimeter using a wavelength of 420
nm for issue with 350 nm excitation. The results were obtained as pmol per mg of protein
with reference to a standard curve built with known reduced and oxidized glutathione
concentrations (Sigma-Aldrich, EUA) and expressed in GSH/GSSG ratio.

2.7 Catalase enzymatic activity

Catalase (CAT) enzymatic activity was measured according to Aebi, 1984. Triplicates

of liver homogenate supernatants (60 pL) were added to 905 uL of sodium phosphate buffer
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pH 7,0 at 37°C. The reaction was developed by adding 35 uL of 300 mM hydrogen peroxide
in sodium phosphate buffer. Measuring the absorbance changes per 10 s, for 1,5 min at 240
nm. Enzymatic activity was also expressed as units per milligram of protein (U/mg protein).

One unit of catalase is equivalent to hydrolysis of 1 pmol H202 per minute.

2.8 Superoxide dismutase total enzymatic activity

Assessment of total-superoxide dismutase (t-SOD) enzymatic activity was performed
according to Misra; Fridovich, 1972. Triplicates of liver homogenate supernatants (60 pL)
were previously incubated in a water bath at 37 °C and then added to 920 uL of 0,05 %
sodium carbonate buffer pH 10,2 in 0,1 mM EDTA. The reaction was developed by adding 20
pL of 150 mM epinephrine in 0.05 % acetic acid. Absorbance changes per 15 s for a total of 2
min, at 480 nm, were measured. One unit of t-SOD was defined as the enzyme amount
causing 50% inhibition of epinephrine oxidation. Tissue t-SOD enzymatic activity was

expressed as units per milligram of protein (U/mg protein).

2.9 Statistical analysis

The aminotransferases levels and markers of oxidative status and antioxidant systems
were assessed using analysis of variance (ANOVA) followed by a Tukey’s multiple
comparison post hoc test. For statistical analysis, we used GraphPad Prism 5.0 (San Diego,
CA, EUA), and all findings were considered significant at p<0,05. All procedures were

repeated three times to evaluate the reproducibility of the results.

3. Results

Con A administration induced hepatic injury through a significant increase in
aminotransferases (Figure 1A and 1B) and decreased levels of these enzymes in animals
submitted to ASC treatment with or without NAC.

Lipoperoxidation was determined from the detection of MDA levels in hepatic tissue.
Con A administration induced increased levels of MDA (Figure 2A), which were statistically
similar in the EAH+ASC group. However, with the addition of NAC, MDA levels were
statistically lower (EAH+NAC and EAH+NAC+ASC).
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CAT activity not was observed difference in the studied groups (Figure 2B).
Regarding SOD activity, it was similar in the EAH and Control groups (Figure 2C) and
without statistical difference in the levels of the groups treated with ASC only. However, the
groups that received the NAC+ASC association or only NAC showed a significant increase in
SOD levels compared to the EAH and EAH+ASC groups.

Figure 2D shows the GSH/GSSG ratio. In comparison to the EAH group, it was
observed that the EAH+ASC group presented a similar ratio, whereas in the EAH+NAC and
EAH+NAC+ASC groups the ratio was statistically higher.

4. Discussion and conclusion

Oxidative stress is very important in autoimmune hepatitis inflammatory process and
strategies control this mechanism are essential. The A. suum extract negatively modulated the
Th1 response in EAH model (Nascimento et al., 2014) and antioxidant molecules (CAT and
GST) in this helminth were identified (Eckelt et al., 1998; Tsuji et al., 2000). NAC acted in
these two ways, antioxidant effect and decreasing Th1l response (Aires et al., 2012; Wang et
al., 2015). Therefore, we question about ASC and NAC effect separately and association on
EAH. Our findings showed that ASC has no effect on the parameters of oxidative stress
evaluated in EAH, unlike NAC.

As expected, hepatic injury could be verified by elevation of aminotransferases and
MDA (Nascimento et al., 2014; Fei et al., 2016). However, CAT and SOD activity were not
impaired 24 hours after administration of Con A. Li et al. (2015) did not observe changes in
the enzymes levels, while Wang et al. (2016) observed lower levels of SOD in EAH group
compared with the Control group. It is possible that the detection of these enzymes is less
fluctuating when dosed early. In our study, the time of 24 h was chosen based on the study of
Shirin et al. (2010), where it was shown to be the peak of lipoperoxidation, as well as
according to aminotransferases kinetics of our previous studies (Nascimento et al., 2014;
Silva, 2015).

NAC antioxidant effect is well known. In hepatic injury models, NAC favored high
levels of antioxidant enzymes (CAT and SOD) and non-enzymatic antioxidants (GSH) and
decreased MDA (Terneus et al., 2008; Nissar et al., 2013; Cai et al., 2015; Tobwala et al.,
2015). The effect of NAC is associated with the donation of the cysteine amino acid to GSH
biosynthesis, involved in detoxification of xenobiotics and elimination of free radicals

(Andrade et al., 2015). The present study is the first to evaluated NAC effects on oxidative
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stress in EAH. Here, NAC attenuated oxidative stress, with decreased lipoperoxidation and
increased SOD activity, reflected in the elevation of the GSH/GSSG ratio.

The ASC treatment did not modify the parameters of oxidative status evaluated in
EAH, despite the antioxidant potential (Eckelt et al., 1998; Tsuji et al., 2000). We believe in
two reasons for this result. The first one ASC is not able to act on the innate immune response
effectively and a T lymphocyte-dependent response is required. The second is that the ASC
has a more evident effect when administered along with the heterologous antigen, in this case
virtually the autoantigens.

In the air pouches by LPS, ASC decreased inflammatory cytokines of innate immune
response and induced increase of immunosuppressive cytokines when administered
concomitantly with LPS (Oshiro et al., 2005). In fact, ASC treatment was more effective
when in the prophylactic model where it is administered 30 min prior to EAH induction
(Nascimento et al., 2014). In agreement with SHIRIN et al. (2010), were demonstrated
increased of MDA levels and cabonylation of proteins in EAH, both decreased when the mice
were pre-treated with free radical scavengers. At the same time, immunization with
ovalbumin+ASC inhibited the costimulatory molecules expression (CD80, CD86, CD40) and
MHC class Il in antigen-presenting cells (Silva et al., 2006) able to change the T-dependent
immune response. In allergic asthma model, Aradjo et al. (2010), were showed that ASC
effect is regulatory T Lymphocytes-dependent, as well as immunosuppressive cytokines. Our
group observed an increase of cells with inhibitory profile (Treg) in mice with EAH and
treated with ASC (unpublished data) and increase of IL-10 and TGF-f (SILVA, 2015).

In conclusion, the findings showed that in the attenuation of the EAH provided by the
NAC+ASC treatment, the NAC was compromised with the modulation of the oxidative stress
parameters evaluated. Despite this, we do not rule out the use of NAC+ASC as a therapeutic
strategy, since it is possible the anti-inflammatory action of the helminthic worm extract and

drug at different times and routes, the NAC earlier and the ASC later T-dependent.
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Title of figures

Figure 1. Plasma levels of alanine aminotransferase (ALT) (A) and aspartate aminotransferase
(AST) (B) in mice with experimental autoimmune hepatitis (EAH) treated or not with the
association of the soluble extract of Ascaris suum (ASC) and N-acetyl-L-cysteine (NAC).
#p<0,05 compared to control group. *p<0,05 compared with EAH group. The results

represent the mean + standard deviation for five animals/group.

Figure 2. Malondialdehyde levels (MDA) (A), catalase (CAT) (B) and superoxide dismutase
(SOD) activity (C) and reduced/oxidized glutathione ratio (GSH/GSSG) (D) in liver mice
with experimental autoimmune hepatitis (EAH) treated or not with the association of the
soluble extract of Ascaris suum (ASC) and N-acetyl-L-cysteine (NAC). #p<0,05 compared
with Control group. *p<0,05 compared with EAH group. *p<0,05 compared with EAH+ASC

group. The results represent the mean + standard deviation for five animals/group.
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B - Figure 2.
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ANEXOS

ANEXO A — OFICIO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE — Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351

1\ fax: (55 81) 2126 8350
www.ccb.ufpe.br

Recife, 27 de outubro de 2015.
Oficio n® 103/15

Da Comiss3o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof.2 Valdénia Maria Oliveira de Souza
Departamento de Ciéncias Farmacéuticas — CCS
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n°® 23076.041705/2015-93

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

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizacdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais séo
adotadas como critérios de avaliacdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialménte a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais 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: Atencio
camundongos isogénicos BALB/c; ldade: 8 semanas; T /
Peso: 250g; Sexo: machos; N° total de animais: 300. r— /
Prof, Dr. Pedro V. Carell
Presidente da CEUA / CCB- UFPE

urpt  SIAPE 1801584



