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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatoria autoimune cronica com etiopatogenia
multifatorial, envolvendo mecanismos genéticos, imunologicos e ambientais, cujo diagnostico
e tratamento tardio influenciam negativamente na prevaléncia e gravidade da doenca.
Portanto, pacientes que residem em paises com baixa renda deveriam apresentar um aumento
da morbidade e / ou mortalidade por essas doencas. Curiosamente, a evolugao parece ser
semelhante, se ndo menos grave, a encontrada em populacdes com melhores indices
socioeconomicos. A hipotese higiénica sugere relacdo inversa entre a distribuicao global de
doencas autoimunes e infeccdes parasitirias, onde helmintos tendem a estimular o
desenvolvimento de respostas Th2, além de suprimir respostas Th-1 e Th-17. O objetivo deste
estudo foi isolar componentes no extrato de Ascaris suum e caracterizar seu mecanismo anti-
inflamatorio em modelos de artrite experimental. O extrato bruto de Ascaris suum foi
separado em fracdes > 30 e <30 kDa. Foram obtidas quatro fracdes menores (1-4), na fracdao
<30 kDa, por eletroforese nativa. Na fracao 1, foi identificada a proteina ABA-1, por
espectrometria de massa, e apds digestdo proteica com tripsina, sete peptideos foram isolados
(Aba-A — G). A sequéncia genomica dos peptideos de Aba-B e Aba-F foi inserida em um
plasmideo comercial (VR2-001-TOPO ™). Os plasmideos foram clonados e expandidos em
E. coli e a extracio do DNA plasmidial foi realizada por kit comercial (Qiagen™).
Camundongos Swiss machos receberam extrato bruto de A. suum (1mg), >30 kDa , <30kDa
(50ng) ou fracdes 1, 2, 3 e 4 (1uL), diluidos em salina estéril (200 pL), v.o., 30 min antes da
injecdo de Zy (0,1mg) i.a. Hipernocicepcao foi avaliada pelo von Frey eletronico e o influxo
celular foi avaliado no fluido articular 6h ou sete dias apos zymosan i.a. Camundongos Swiss
e Balb/c machos, submetidos a artrite induzida por zymosan AZy e induzida por antigeno
(AIA), respectivamente, receberam plasmideos recombinantes de Aba-B ou Aba-F
(50pg/30uLl) na parte posterior de cada coxa traseira. O influxo celular foi avaliado 6h ou sete
dias (AZy) e 7h ou 14 dias (AIA) apds o estimulo i.a. Citocinas foram avaliadas no liquido
sinovial. Sinovite e dano articular foram avaliados por H&E e safranina O, respectivamente, e
niimero de mastocitos por azul de toluidina. Niveis de citocinas (CXCL-1, IL-1p, IFN-y, IL-5,
IL-6 e IL-10) foram avaliadaos por ELISA e a expressdao de iNOS, CD11b, F4/80 e CD206
por imunohistoquimica. A administracao das fracdes <30 kDa, 1 e 4 reduziu a
hipernocicep¢do e influxo celular agudo e cronico no modelo de AZy. A transfeccao com
ambos os plasmideos, Aba-B ou F, reduziu significativamente o influxo de células em ambos
os modelos de artrite por zymosan e mBSA agudo e cronico. Foram observados a reducao da
sinovite, nimero de mastocitos, do dano articular e expressao de iNOS. Niveis de CXCLI1,
IFN-y, IL-1B e IL-6 foram reduzidos. No entanto, os niveis de IL-10 ndo aumentaram.
Surpreendentemente, os niveis de IL-5 foram significativamente reduzidos apds a injecdo de
plasmideos. Plasmideos aumentaram a expressao de macrofagos M2 na sinovia. Uma analise
quantitativa por PCR mostrou a expressdo de peptideos Aba-B e Aba-F nos masculos da coxa
de camundongos que receberam os plasmideos. Esta € a primeira demonstracdo de que
sequéncias peptidicas derivadas de A. suum promovem a atividade anti-inflamatoria em
modelos de artrite, e que esta associada a reducdo da liberacdo de citocinas inflamatorias.
Esses peptideos promoveram mudanca na diferenciacdo de macrofagos na membrana sinovial
ao mesmo tempo, diminuindo a liberacao de IL-5. Apesar dos complexos mecanismos de
modulacdo de helmintos de inflamacdo, os dados suportam ainda um efeito protetor dos
produtos de helmintos em modelos de artrite crOnica.

Palavras-chave: A. suum. Artrite reumatoide. Hipotese higienica. Citocinas. Macrofagos.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune inflammatory disease with multifactorial
etiopathogenesis, involving genetic, immunological and environmental mechanisms, whose
diagnosis and delayed treatment have a negative influence on the prevalence and severity of
the disease. Therefore, patients residing in low-income countries should show increased
morbidity and / or mortality from these diseases. Interestingly, the evolution seems to be
similar, if not less severe, to that found in populations with better socioeconomic indexes. The
hygienic hypothesis suggests an inverse relationship between the global distribution of
autoimmune diseases and parasitic infections, where helminths tend to stimulate the
development of Th2 responses and suppress Th-1 and Th-17 responses. The aim of this study
was to isolate components in Ascaris suum extract and characterize its anti-inflammatory
mechanism in experimental arthritis models. Ascaris suum crude extract was separated into
fractions > 30 and <30 kDa. Four smaller fractions (1-4) were obtained, in the fraction <30
kDa, by native electrophoresis. In fraction 1, the ABA-1 protein was identified by mass
spectrometry and after protein digestion with trypsin, seven peptides were isolated (Aba-A-
G). The genomic sequence of the Aba-B and Aba-F peptides was inserted into a commercial
plasmid (VR2 -001-TOPO ™). Plasmids were cloned and expanded in E. coli and extraction
of plasmid DNA was performed by commercial kit (Qiagen ™). Male Swiss mice received
crude extract of A. suum (1mg), > 30kDa, <30kDa (50ng) or fractions 1, 2, 3 and 4 (1uL),
diluted in sterile saline (200 pL), p.o., 30min before of the injection of Zy (0.1mg) i.a.
Hypernociception was evaluated by the electronic von Frey and the cellular influx was
evaluated in the joint fluid 6h or seven days after zymosan i.a. Swiss and Balb/c male mice,
submitted to ZyA and AIA, respectively, received recombinant plasmids of Aba-B or Aba-F
(50ug/30ul) at the back of each hind leg. The cell influx was evaluated 6h or seven days
(ZyA) and 7h or 14 days (AIA) after the i.a stimulus. Cytokines were evaluated in the
synovial fluid. Synovitis and joint damage were evaluated by H&E and safranin O,
respectively, and mast cell by toluidine blue. Levels of cytokines (CXCL-1, IL-1p, IFN-y, IL-
5, IL-6 and IL-10) were assessed by ELISA and the expression of iNOS, CD11b, F4/80 and
CD206 by immunohistochemistry. The administration of fractions <30 kDa, 1 and 4 reduced
hypernociception and acute and chronic cellular influx in the ZyA model. Transfection with
both plasmids, Aba-B or F, significantly reduced the influx of cells in both the zymosan and
acute and chronic mBSA arthritis models. Reduction of synovitis, mast cell numbers, joint
damage and iNOS expression were observed. Levels of CXCLI1, IFN-y, IL-1f and IL-6 were
reduced. However, IL-10 levels did not increase. Surprisingly, IL-5 levels were significantly
reduced after plasmid injection. Plasmids increased the expression of M2 macrophages in the
synovium. A gPCR analysis showed the expression of peptides in the thigh muscles of mice
that received the plasmids. This is the first demonstration that peptide sequences derived from
A. suum promote anti-inflammatory activity in arthritis models, and that it is associated with
reduced release of inflammatory cytokines. Peptides promoted a change in the differentiation
of macrophages in the synovial membrane at the same time, decreasing the release of IL-5.
Despite the complex modulating mechanisms of helminths of inflammation, the data still
support a protective effect of helminth products in chronic arthritis.

Keywords: A. suum. Rheumatoid arthritis. Hygienic hypothesis. Cytokines. Macrophages.
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1. INTRODUCAO

1.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenga autoimune sist€émica cronica, qual ndo
existe cura, acometendo cerca de 0,5% a 1% da populacio mundial (SUZUKI &
YAMAMOTO, 2015). Sua prevaléncia na populagdo brasileira estd estimada em 0,2-1%, com
maior incidéncia em pessoas com faixa etaria de 30 a 50 anos e predominio em mulheres,
demonstrando uma susceptibilidade até trés vezes maior do que os homens em desenvolver

essa doenca (AZEVEDO et al, 2008; MOTA et al, 2012).

A AR exibe um predominio no envolvimento articular, resultando em inflamagao
grave e alteracdes morfoldgicas. A gravidade da artrite varia desde quadros limitados até
cronicos, progressivos e irreversiveis. Seu curso clinico pode se estender de algumas semanas
a meses de desconforto, até anos, de incapacitacdo, o que leva a prejuizos pessoais €
socioeconomicos, sendo causa importante de invalidez temporaria e/ou definitiva, uma vez
que de 20% a 30% dos pacientes tornam-se incapacitados para o trabalho (SWEENEY &
FIRESTEIN, 2004; RASHID & EBRIENGER, 2007; SOKKA et al, 2010). Alteragdes como
degradacao da cartilagem articular, hiperplasia sinovial, infiltracao de sinovidcitos e erosao do
osso subcondral sdo caracteristicas patologicas encontradas na AR, responsaveis pelas

deformidades e invalidez dos pacientes (ROCKEL & KAPOOR, 2016).

Novas estratégias de tratamento em conjunto com novos conceitos para
diagnostico e terapias efetivas indicam grande possibilidade de alterar o curso da AR, em que
muitos pacientes podem obter a remissdo da doenga e prevenir a destruicao articular, se esta
for diagnosticada precoce e imediatamente tratada, principalmente antes do desenvolvimento
de erosdes. Ocorre, no entanto, uma dificuldade de realizar o tratamento de maneira precoce,
em razdo das pessoas afetadas, normalmente, serem diagnosticadas em fases mais tardias e
cronicas da doencga, além de alguns pacientes ndo responderem adequadamente ao tratamento

(COMBE et al, 2016; BURMESTER & POPE, 2017).
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1.1.1. Etiologia

Embora a etiologia da AR nao esteja ainda totalmente elucidada, admite-se a
participag¢do de fatores, imunoldgicos e ambientais, com a participagdo dos mecanismos da
imunidade celular e humoral, que atuam em conjunto sobre aqueles geneticamente
susceptiveis. Estudos demontram que a superposicao desses fatores ¢ determinante para o
desenvolvimento de AR (SUZUKI & YAMAMOTO, 2015; TAN & SMOLEN, 2016;
SMOLEN et al, 2016).

Além do género, segundo Deighton, 1989, o fator genético contribuiria em torno
de 37% para o desenvolvimento da AR. Estudos recentes apontam que, apenas 11% da
variabilidade genética estdo envolvidas no curso da doenca, com a descoberta de alelos
protetores (VRIES, 2011). Experimentos relatam, ainda, a influéncia da hereditariedade no
desenvolvimento da AR, demonstrando aumento da prevaléncia da doenca entre parentes
(FRISELL et al, 2016). Numerosos fatores de risco, genéticos, foram identificados e
relacionados ao desenvolvimento da AR. Alguns deles sdo compartilhados entre distintos
grupos étnicos, enquanto outros sdo exclusivos de grupos étnicos especificos (SUZUKI &

YAMAMOTO, 2015).

Nos anos de 1970, Stasny descreveu a associagdo genética entre AR e o antigeno
leucocitario humano (HLA) de classe II, com reconhecimento de uma sequéncia conservada
de aminodacidos (glutamina-leucina-arginina-alanina-alanina), demostrando o papel de alelos
HLA-DRBI. Pacientes que exibem esse fenotipo, caracterizado como um “epitopo
compartilhado” (EC) tem maior propensdo a AR, especialmente a modalidade mais agressiva
da doenca (TEZENAS et al., 2005, STAHL et al, 2010; BALSA et al, 2010). Alelos que
codificam o EC podem estar relacionados com a produgdo de autoanticorpos antipeptideo

citrulinados ciclicos (anti-CCP) (VRIES, 2011).

A ocorréncia de autoanticorpos no soro de pacientes, como o fator reumatoide
(FR), ¢ um achado comum nas doencas autoimunes. Em razao da falta de especificidade do
FR, os autoanticorpos anti-CCP ganharam uma aten¢ao especial no campo da artrite, o qual
pode ser detectado em soro de 68% dos pacientes com AR estabelecida, com uma
especificidade de 98% (VAN VENROOIl & ZENDMAN, 2008). O exato evento que leva a
formagdo desses anticorpos, bem como os mecanismos pelos quais eles contribuem para a
inflamacdo, ainda ndo estdo totalmente elucidados. Em modelo de artrite induzida por

coladgeno, anticorpos anti-CCP agravaram a doenca, por meio da ativagdo das vias classica e
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alternativa do sistema complemento, contribuindo para o dano tecidual (KUHN et al,. 2006;

UYSAL et al., 2009).

A citrulinagdo é o passo critico para o reconhecimento das variadas proteinas,
processo frequentemente realizado por anti-CCP na membrana sinovial, durante o processo
inflamatoério. Esses autoanticorpos reconhecem uma variedade de proteinas pds-translacionais
modificadas, induzidas por reacdes enzimadticas especificas. Curiosamente, essas enzimas
foram encontradas em mondcitos ¢ macrofagos do liquido sinovial, sugerindo que a
citrulinagdo pode acontecer em locais pontuais, como em células articulares. (CONIGLIARO
et al, 2016). A formacao de imunocomplexos com anti-CCP estimula a libera¢do de citocinas
pro-inflamatorias por macréfagos. A existéncia de anti-CCP na articulagdo, precede as
manifestagdes clinicas e, por esse motivo, esse autoanticorpo estd sendo aplicado atualmente

como marcador especifico para o diagndstico e o progndstico da AR (OHMI et al, 2016).

A influéncia da genética e os autoanticorpos na AR estdo diretamente
relacionados com a imunidade adaptativa na patogénese da doenca. Moléculas HLA de classe
II, necessarias para ativacdo de células T e apresentacdo de antigeno, e citocinas como
Interleucinas (IL)-12, IL-15, IL-18 e IL-23, sdo expressas em células da membrana sinovial
na AR (LEBRE et al, 2008; MCINNES & SCHETT, 2011). Tais achados conferem a
importante participagdo da resposta imunoldgica com a participagdo de células T auxiliares

(Th1) no estabelecimento da AR (OLIVEIRA et al, 2016).

Dados da literatura também destacaram a influéncia de infecgdes por
microrganismos, como Proteus mirabilis, micobactérias, Mycoplasma, Escherichia coli na
etiopatogenia da AR, por meio de mecanismos de mimetismo molecular (RASHID &
EBRINGER, 2007; TOUSSIROT & ROUDIER, 2008). De fato, estudos demostraram haver
células T, que codificam proteinas virais especificas, nas articulagcdes de pacientes com AR.
Ainda relatam que os virus Epstein-Barr, parvovirus, citomegalovirus e virus da rubéola estao
envolvidos no desencadeamento de infec¢cdes em sinovidcitos, levando a sinovite, seja pela
liberacdao de citocinas pro-inflamatorias ou interferindo na producao de autoanticorpos, por
meio de antigenos reativos (FRANSSILA & HEDMAN, 2006; KUWANA, 2011; TAN &
SMOLEN, 2016).

Alguns estudos clinicos e epidemioldgicos evidenciam a prevaléncia elevada de
periodontite em pacientes com AR. Ainda sugerem que a periodontite representa um possivel

fator desencadeador e mantenedor da resposta inflamatoria autoimune na AR (SMOLEN,
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2016). A bactéria Porphyromonas gingivalis, em quadros de periodontite, estd relacionada
com o aumento de anti-CCP, o que pode dificultar a resposta aos tratamentos (QUIRKE et al,

2014; CALDERARO et al, 2017).

O desenvolvimento da artrite reumatoide também pode estar relacionado a fatores
ambientais, como tabagismo (LUNDSTROM et al, 2009) e baixo nivel socioecondmico e de
escolaridade (MILLAR et al, 2013). Ja ¢ bem estabelecida a relacdo entre o uso de tabaco ¢ a
maior suscetibilidade ao desenvolvimento da AR em pacientes HLA positivos, demonstrando
que o cigarro acelera a citrulinacdo de proteinas pulmonares, o que estimula a producdo de
autoanticorpos, além de elevar o aparecimento de nédulos reumatoides e laterar o limiar de

dor do paciente (HARTY & VEALE, 2010, GOELDNER et al, 2011).

1.1.2. Patogénese

A AR ¢ etiopatogenicamente heterogénea com a presenca de autoanticorpos,
associados com o aumento da gravidade, danos nas articulagdes e mortalidade (GONZALEZ,
et al 2008; SMOLEN et al, 2016). A susceptibilidade genética, em combinacdo com fatores
epigenéticos e exposi¢des ambientais, estd relacionada com o desencadeamento de uma
cascata de eventos que induzem uma artrite destrutiva. O compromentimento funcional e
estrutural das articulagdes ¢ resultado da inflamagao cronica da sinovia, caracterizada por

interagdes do sistema imune inato e adaptativo (ANGELOTTI et al, 2017).

Em pessoas susceptiveis, acredita-se que ocorra, inicialmente, a ativacdo de
osteoclastos, principalmente nas superficies das mucosas, podem levar a modificacdo de
proteinas, o que contrtibui para a formag¢ao de anticorpos. Cré-se, todavia, que ocorra segundo
evento que, em conjunto, desenvolva a inflamacdo na AR. A natureza do segundo sinal nao
esta bem definida, mas poderia incluir combinacao vascular, neurorregulagdo, microtraumas e

infecgdes (FIRESTEIN & MCINNES, 2017).

A membrana sinovial normal ¢ caracterizada por uma fina camada de
revestimento, formada por macrofagos e fibroblastos dispersos € vasos sanguineos escassos.
Apresentrando uma fungdo primaria de nutrir e lubrificar a superficie articular. Durante as
fases que precedem a AR, a sindvia ndo se mostra claramente alterada. Com o inicio da
doenga, o inchaco articular torna-se clinicamente evidente e a sinévia assume uma aparéncia

diferente. Exibe um aumento da espessura da camada de células sinoviais além de um intenso
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infiltrado intersticial com células carctaristicas de origem inata, como macrofagos, células
dendriticas, mastocitos e células natural killer, e adaptativas, como linfocitos T e B. A
migracdo celular ocorre pela ativagdo de microvasos sinoviais, 0 que aumenta a expressao de
moléculas de adesdo, como integrinas, selectinas e quimiocinas. A alteracdo celular
desenvolvida na sinOvia, associada a neovascularizacdo significativa, ocupa o centro
fisiopatologico da AR, por desenvolver uma inflamagdo cronica denominada de sinovite
(figura 1) (MCINNES & SCHETT, 2011; DE HAIR et al., 2014; FIRESTEIN & MCINNES,
2017).

Artrite reumatoide
(sinovite)

Normal

Osteoclasto

Cépsula articular Fibroblasto

Macréfago
Membrana
sinovial

Célula dendritica
CélulaT

Célula plasmatica
Célula B

Espago articular —

Angiogé
Cartilagem ] ngiogénese

Neutréfilo
Sinovidcitos =
Mastécito

Hiperplasia
sinovial

Adaptado de Bandjee et al, 2009.

Figura 1. Alteracées fisiopatologicas na articulacio com artrite renmatoide.

Linhagens de células B sdo detectadas na sinovia, a qual fornece um meio rico em
citocinas para a sobrevivéncia das células B (FIRESTEIN & MCINNES, 2017). Anticorpos
contra autoantigenos modificados por citrulinagdo podem estar em até 70% dos pacientes e
aparecem precocemente na AR (BRENNAN & MCINNES, 2008). O papel exato desses
autoanticorpos na patogenia da AR ainda ndo estd claro, mas sabe-se que paciente soro-
positivo, com altos titulos para esses antigenos, tendem a exibir a doenga mais agressiva, com

maior dano articular, erosao 6ssea e manifestagoes extra-articulares (OLIVEIRA, 2016).
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Os macrofagos ocupam papel importante no desenvolvimento da inflamagao,
mediante a liberagdo de citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF)-a e IL-1 e IL-6,
quimiocinas, metaloproteinases (MMP), peptideos vasoativos e intermedidrios de oxigénio e
nitrogénio (FIRESTEIN & MCINNES, 2017). Esse padrao de expressdo de citocinas pro-
inflamatorias e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) sugere um fenotipo predominante de
macréfagos do tipo M1, ativados pelos receptores toll-like (TLR) e reconhecem uma
variedade de padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMP) e a danos (DAMP)

(MCINNES & SCHETT, 2011; UDALOVA et al., 2016).

A literatura relata, ainda, a interagao de macréfagos com células T de memoria,
principalmente com fenotipo celular Thl, impulsionado pelo antigeno na iniciagao e
perpetuacdo da doenca, liberando citocinas e quimiocinas (MCINNES & SCHETT, 2007;
SNIR et al., 2011). Além disso, células com caracteristicas Th17 também foram detectadas na
doenca estabelecida, responsaveis pela liberagdo de citocinas IL-17A e IL-17F, que atuam em
sinergia para reforgar a ativagao de fibroblastos sinoviais, condrdcitos e osteoclastos (RAZA
et al., 2005; MCINNES & SCHETT, 2011). Modelos de artrite em murinos sugerem um papel
fundamental para células Th 17 (MIOSSEC & KOLLS, 2012; LUBBERTS, 2015). A
literatura relata uma acdo inflamatoria semelhante da IL-17 com TNF-a e IL-1-f, embora
isoladamente menos potentes. Acredita-se, no entanto, que a coexisténcia em locais de
inflamacdo promove a exacerbacdo da reacdo inflamatdria (STAMP et al., 2004; EGAN et al.,
2008).

Embora raros na sindévia reumatoide, os neutrofilos tornam-se abundantes no
fluido sinovial em processos agudos, contribuindo para a sinovite, sintetizando
prostaglandinas, proteases e espécies reativas de oxigénio, que atuam de modo intra ou
extracelular (CASCAO et al., 2010). O avango da sinovite acontece, ainda, pela produgdo de
quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento por sinoviocitos do tipo A (macrdéfago simile),
que, ao incidirem sobre os sinovidcitos do tipo B (fibroblasto simile), promovem a sintese de
seus mediadores, estabelecendo uma a¢do autdcrina/paracrina e a amplificagdo da inflamagao

(BARTOK & FIRESTEIN, 2010).

Os componentes inflamatorios incorporados no espago articular sdo regulados por
uma rede de citocinas e quimiocinas. As intervengdes clinicas demonstram claramente a
importante participagdo de TNF-a, IL-1B e IL-6, e de granulos com aminas vasoativas
provenientes de mastocitos. (SMOLEN & MCINNES, 2016). Estudos relatam a participacao

de TNF-a na liberacdo de outros mediadores inflamatérios, ativacdo de linfocitos e
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macrofagos, expressdo de moléculas de adesdo, promog¢do da angiogénese, supressao de
c¢lulas T reguladoras, indugdo da dor, além de ativar diretamente osteoclastos, que induzem a
reabsor¢ao ossea (HESS, 2011; MCINNES & SCHETT, 2011; OLIVEIRA et al, 2016). De
maneira similar, producdo de IL-6 esta envolvida com a ativagdo de leucocitos e osteoclastos,
na diferenciacdo de linfocito B, desregulando o metabolismo de lipideos € promovendo uma
resposta na fase aguda. O papel central dessas duas citocinas foi confirmado pelo bloqueio
terapéutico de receptores de IL-6 ¢ TNF-a em pacientes com AR (MCINNES & SCHETT,
2011).

Citocinas da familia IL-1 (1a, 1B) 18, 33 e antagonista do receptor de IL-1 (IL-
Ira) estdo abundantemente expressas na AR, promovendo a ativagcdo de leucocitos, células
endoteliais, condrdcitos e osteoclastos. Estudos apontam ainda que a IL-1 ¢ responsavel pela
reabsorcao 6ssea, por meio da liberacdo de prostaglandinas, da inibi¢do da sintese de colageno
e da inducao da proliferacao de osteoclastos e de fibroblastos, no entanto, beneficios clinicos
apo6s a inibigdo de IL-1 tém sido modestos (MCINNES & SCHETT, 2007; BRENNAN &
MCINNES, 2008).

A neoangiogénese torna-se ativa pelas condi¢des de hipoxia e citocinas liberadas
no local (SZEKANECZ et al, 2009). Estas altera¢cdes do microambiente, combinada com a
ativacdo de fibroblastos sinoviais promovem uma remodelac¢do do tecido, o que caracteriza a
AR. Fibroblastos sinoviais exibem uma independéncia de ancoragem e atividade migratdria e
proliferativa, liberando niveis elevados de MMP, citocinas e quimiocinas (FIRESTEIN &
MCINNES, 2017), o que permite o acumulo de tecido inflamatoério, constituindo o pannus
sinovial, que invade a cartilagem articular e o osso, dando inicio a destrui¢do articular

(BARTOK & FIRESTEIN, 2010; OLIVEIRA et al, 2016).

A destruicao articular, muitas vezes observada em evidéncias radiograficas por
erosdo dssea, ocorre rapidamente, afetando 80% das pacientes no periodo de um ano apés o
diagnostico, e esta associada ao prolongado aumento da inflamacdo (SABEH, 2010).
Fibroblastos sinoviais ativados liberam MMP, particularmente, MMP1 e MMP3, que induzem
o dano direto na cartilagem e ativam o catabolismo de condrécitos com a participacao de
citocinas. As citocinas TNF-o e IL-1, IL-6 e IL-17 s3o particularmente relevantes neste
achado, estimulando o ligante do receptor do NF-kB (RANKL), promovendo a ativacdo e
diferenciagdo de osteoclastos com invasdo da cartilagem articular e osso adjacente

(MCINNES & SCHETT, 2011; FIRESTEIN & MCINNES, 2017).
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1.1.3. Tratamentos da AR

Com a inflamacao ocupando o centro dos eventos clinicos encontrados na AR,
estando diretamente envolvida com o dano articular, incapacitacdo e comorbidades, a reversao
da inflamagdo torna-se o principal alvo terapéutico, uma vez que a limita¢do da inflamacao
reduz o dano articular ou a progressdao da doenca. Isto impede o comprometimento fisico do
paciente. Dessa forma, a AR requer uma abordagem estratégica, incluindo avaliagdes
regulares, adaptagdes terapéuticas ou mudancas de drogas, de acordo com a evolugdo do
paciente. A elucidagdo de mecanismos imunologicos envolvidos na AR pode representar
atualmente, um grande avanco no desenvolvimento de fairmacos e no tratamento da doenca

(SMOLEN & ALETAHA, 2015; SMOLEN, 2016).

Em geral, a terapia para AR envolve o uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais
(AINEs), glicocorticoides, drogas antirreumaticas modificadoras da doenga (DMARDs -
disease modifying antirheumatic drugs) sintéticas ou biologicas (MAJITHIA & GERACI,
2007).

Ao mesmo tempo em que reduz a dor e a rigidez, melhorando a fungdo fisica do
paciente, os AINEs ndo interferem nos danos articulares, portanto, nao modificam a doenga.
Os glicocorticoides sdo utilizados de modo semelhante aos AINEs, objetivando o alivio dos
sinais e sintomas da AR. Demonstram potente efeito anti-inflamatorio, pela inibicdo de
fosfolipase A2, e consequente reducdo na liberagao de eicosanoides, inibindo também a
ativacdo de NF-«xB, bloqueando a produgao e liberacao de citocinas, como IL-1p, IL-6 ¢ TNF-
a (MAJITHIA & GERACI, 2007). Estdo associados, entretanto, a sérios problemas com uso
em longo prazo, como disturbios gastrointestinais e cardiacos, mas podem ser indicados em
doses baixas ou intermedidrias, em conjunto com DMARDs (SCOTT, 2010; SMOLEN,
2016).

Existem duas grandes classes de DMARDs sintéticas e biologicas, ambas
utilizadas para o controle da doenca e limitagdo do dano articular. O grupo das DMARDs
sintéticas inclui o metotrexato, sulfassalazina, leflunomida e hidroxicloroquina. De acordo
com as recomendacdes do EULAR, o tratamento da AR deve ser iniciado com um DMARD
sintético convencional, como o metotrexato, além de doses baixas de glicocorticoides.
Glicocorticoides orais, no entanto, devem ser gradativamente reduzidos até a interrupgao
dentro de seis meses, seguindo com a monoterapia (SMOLEN, 2016). O uso precoce de

DMARD:s decorre do fato de que as lesdes articulares em AR ocorrem prematuramente, antes
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que sejam detectaveis clinicamente. De fato, pacientes que fizeram uso precoce de DMARDs
tiveram menor progressao do dano radiologico, medido pelo nimero de erosdes e reducdes do
espago articular (SCOTT, 2010). O metotrexato associado a DMARDs biolégicos ¢€
recomendado na auséncia da resposta, com o objetivo de atingir resultados expressivos no

controle clinico da AR (FURST et al., 2010).

Nos ultimos 20 anos, os avancos na Biologia Molecular e Bioquimica permitiram
uma compreensao mais detalhada da estrutura e da fung¢do de varios receptores importantes na
AR, o0 que promoveu um salto na eficicia das terapias para doengas autoimunes, com o
surgimento de DMARDs bioldgicos. Além da melhoria dos resultados terapéuticos e na
qualidade de vida dos pacientes, o emprego de DMARDs biologicos reduziu também a

morbimortalidade (O’SHEA et al., 2013; MOTA et al, 2015).

No contexto dos bioldgicos modificadores da resposta, o desenvolvimento
tecnologico permitiu a geragdo de anticorpos monoclonais € moléculas recombinantes,
marcando a geragdo de medicamentos biologicos modificadores da resposta imunologica. Em
seguida, surgiu uma variedade de outros agentes bioldgicos eficazes, relacionados a outras
citocinas e receptores expressos em cé¢lulas do sistema imunolédgico, envolvidos na

patogénese da AR (O’SHEA et al., 2013).

A terapia bioldgica atualmente aprovada para AR contempla quatro diferentes
mecanismos de ac¢ao: inibidores de TNF (Adalimumab, Certolizumab, Infliximab, Etanercept)
inibidores de receptor de IL-6 (Tocilizumab), inibidor da co-estimulagdo de células T
(Abatacept) e inibidor de células B (Rituximab). Estudos relatam a agdo anti-inflamatdria de
antagonistas de repeptores de IL-1 (Anakinra) na AR, no entanto, apenas uma pequena

proporc¢ao de pacientes respondeu a inibi¢ao dessa via (SMOLEN, 2016).

Com base nos dados experimentais, foi proposto, inicialmente, o uso de agentes
bloqueadores especificos do TNF para tratamento na AR. De fato, os resultados mostraram
que anticorpos monoclonais anti-TNF, quer quiméricos (Infliximabe), quer “humanizados”
(Adalimumabe), forneceram boa resposta terapéutica em pacientes portadores de AR,
melhorando os sintomas e proporcionando interrup¢ao da progressao radiologica (MAINI et
al., 1999; WEINBLATT et al., 2003). Apesar da diferenca dos alvos terapéuticos, os quatro
principais modificadores bioldgicos exibem maior eficacia quando combinados com DMARD

sintético, principalmente com o metotrexato (BURMESTER et al, 2007; SMOLEN, 2016).
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A capacidade das DMARDs biolodgicas de interferir na sinalizagdo dos processos
celulares reflete em novas possibilidades teraputicas para doencas autoimunes. As
possibilidades de efeitos indesejaveis, no entanto, provenientes dos medicamentos
imunobioldgicos ganham enorme importancia, pelo fato das moléculas inibidas pelos

farmacos participarem de mutiplos processos fisiologicos (MOTA et al, 2015).

Em particular, a incidéncia de infec¢des graves ¢ aumentada, em pacientes em uso
de DMARDs biologicos, principalmente infeccdes do trato respiratoério, pele, partes moles e
trato urinario, embora diminua ao longo do tempo (WINTHROP et al, 2005). Um risco
especial estd relacionado com a reativagao da tuberculose, embora isso nao tenha sido
relatado com rituximabe, o que inclui, na estratégia terapéutica, a profilaxia em individuos
com teste positivo para tuberculose (SMOLEN, 2016). Pacientes em uso de anti-TNF exibem
duas vezes maior risco de hospitalizagcdo por infec¢cdo bacteriana do que pacientes em uso de
metotrexato em monoterapia. Ainda, este risco aumenta quatro vezes quando se considera o

primeiro semestre de tratamento (MOTA et al, 2015).

1.2. Hipdtese higiénica

Nas ultimas décadas, foi possivel observar maior incidéncia de doencas
inflamatérias nao transmissiveis, como patologias autoimunes, alergias e asma. Esses
pacientes exibem uma incidéncia cada vez menor de infec¢des parasitdrias, em regides
desenvolvidas. Além disso, estudos epidemioldgicos anteriores indicaram a redugdo da
incidéncia de doengas autoimunes em regides endémicas (VERSINI et al, 2015; APAER,
2016). Portanto, essa relacdao inversa entre a distribuicao global de doengas autoimunes e
infecgOes parasitdrias ¢ amplamente mostrada e ¢ conhecida a "Hipotese higiénica".
Inicicialmente, nomeada como hipotese de “velhos amigos” nos anos de 1870, pesquisadores
observaram que a incidéncia de febre do feno aumentou em aristocratas e habitantes da

cidade, em comparacao com os agricultores (TAYLOR & WALKER, 1973).

A hipotese foi tomando vérias configuragdes ao longo dos anos, até que o
epidemiologista Strachan , em 1989, propos a teoria da hipdtese higiénica explicando que o
estilo de vida em paises industrializados levou a diminui¢do de infecgdes, limitando a
exposicdo a microrganismos na infincia, tais como helmintos e microrganismos, o que

acarretou, eventualmente, mudanga no perfil do sistema imunologico. Posteriormente, varios
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estudos epidemioldgicos e experimentais confirmaram o papel protetor dos parasitas em
diversas doencas autoimunes, incluindo diabetes mellitus do tipo 1, esclerose multipla ¢ AR

(APAER, 2016).

As mudancas no ambiente microbiano em contato com o homem foram alvo de
transi¢des epidemioldgicas, incorporando aspectos relevantes para a hipotese higiénica.
Historicamente, a passagem do Paleolitico para o Neolitico, embora represente importante
grau de desenvolvimento e de estabilidade, ndo resultou em perda significativa da exposi¢ao
aos microorganismos. Até a Era Moderna, mais de 97% da populacdo viviam ainda no meio
rural proximo a lama, aos animais e as fezes humanas. Apenas, em de meados do século XIX,
quando algumas populagdes foram submetidas a segunda transi¢cdo epidemiologica, a
industrializagdo, em conjunto com medidas de saude publica e o uso de antibidticos, resultou

em diminui¢do da exposi¢ao a muitos microrganismos (ROOK, 2010).

A urbanizacdo acarretou menor exposicdo dos humanos a helmintos e
microrganismos, com o uso indiscriminado de anti-helminticos, vacina¢do em massa,
desestimulo ao aleitamento materno e condi¢des rigorosas de limpeza domiciliar. Essas
modificagdes das condi¢des de vida parecem estar associadas a uma maior incidéncia de
doencas alérgicas e autoimunes em populagdes urbanizadas, quando comparadas a pessoas
ainda vivendo em meio rural, com baixas condi¢des sdcioecondmicas e menos higiene
(YAZDANBAKHSH et al, 2001; YULAN YE, 2015). Varios estudos concordam com a
hipotese higiénica, sugerindo que a remog¢ao dos efeitos regulatdrios de microrganismos e
parasitas impede o ‘“amadurecimento” imunologico e tende a levar um desequilibrio no
sistema imunologico e aumento das doengas imunomediadas (GARN & RENZ, 2007;

WAMMES et al, 2014).

Trabalhos relatam a dréstica redugdo de infestacdes parasitarias em varios paises,
os quais demonstram avango socioecondmico. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de
ancilostomiase em escolas na Georgia, em 1910, era de 65%, reduzindo para menos de 2%
nos anos de 1980 (KAPPUS et al, 1994). Infec¢des por Trichuris trichiura e Enterobius
vermicularis mostraram declinios similares na prevaléncia, na Europa ocidental, ou em outras
regides que apresentavam um aumento das condi¢des socioecondmicas. Na Coreia do Sul, em
1969, 75% das criangas exibiram infecgdes por vermes, prevaléncia que caiu para 0,02% em
2004. Durante este intervalo, entretanto, a incidéncia de colite ulcerativa aumentou quase seis
vezes (YANG et al, 2000; HONG et al, 2006). Foi relatado, ainda, que criancas africanas

secretam mais citocinas imunoreguladoras, como IL-10 e TGF-f, sob exposicao a condigdes
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hiperendémica aos nematodos intestinais, como Ascaris lumbricoides e Trichuris trichiura

(TURNER et al, 2008).

Assim, ¢ possivel reforcar a teoria do papel protetor das infec¢des parasitarias na
modulacdo de respostas imunoldgicas, interferindo no controle de muitas patologias
autoimunes, incluindo a AR. Consistente com esta suposi¢ao ¢ reconhecido o fato de que
doencgas autoimunes exibem incidéncia e gravidade reduzida em regides geograficas com alta
carga parasitaria (O’SHEA 2013). Apesar das poucas evidéncias contra o papel benéfico dos
parasitas, o beneficio foi elucidado em estudos por via da experimentagdo humana e animal

(SHI et al, 2011; APAER 2016).

Para explicar o papel protetor de infecgdes em desordens imunoldgicas na
hipotese higi€nica, os mecanismos foram propostos baseados na competi¢do de antigenos por
células fagociticas, por sitios de ligacao a moléculas do complexo de histocompatibilidade e
receptores de citocinas essenciais para diferenciagdo e homeostasia. Dados clinicos e
experimentais, em conjunto, sugerem um papel importante e ndo especifico de infeccdes na
protecdo da doenga inflamatoria do intestino, colaborando para a hipotese higiénica, abrindo
outras pespectivas terapéuticas, incluindo novos contatos com probioticos e outras
modalidades de exposicdo a bactérias ou componentes de parasitas (FEILLET & BACH,
2004).

Um estudo relata que, pacientes acometidos pela doenca de Crohn e tratados com
ovos de Trichuris suis por 24 semanas exibiram melhora significativa da sintomatologia
(SUMMERS et al., 2005). Ainda, a infeccdo por Helicobacter pylori mostrou um papel
protetor contra doencas inflamatorias intestinais cronicas, através do aumento da expressao de
FoxP3, uma proteina envolvida na funcao reguladora de células T, e que a colonizagdo por
parasitas, como helmintos, também revela uma associagdo com a redugao da prevaléncia de

doengas inflamatdrias intestinais cronicas (YULAN YE, 2015).

Em modelos animais de artrite, a administracao prévia de Trypanossoma brucei
brucei viaveis, em ratos com artrite por colageno, reduziu significativamente os escores
clinicos da artrite, bem como fez diminuir a produ¢do de TNF-a local e a liberacao de
anticorpos (MATTSSON et al., 2000). Foi demonstrado, ainda, que antigenos de Schistosoma
mansoni ¢ Trichinella spiralis atenuaram a progressao das caracteristicas clinicas da
poliartrite, melhorando a marcha, além de reduzir citocinas inflamatorias como IL-17 e

aumentar IFN-y e IL-10 (EISSA et al, 2016).
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1.2.1. Helmintos

Quando se compara a infec¢do por microrganismos ¢ infestagdo por helmintos
observa-se uma diferenga fundamental. Enquanto microrganismos patogénicos representam
uma iminente ameaga € sdo geralmente combatidos por meio de rdpidas respostas
inflamatoérias, relativamente violentas, helmintos parecem ser manuseados com respostas
imunologicas mais suaves, com os componentes reguladores, que podem demorar semanas,

ou meses, até anos para atingir sua eficdcia maxima. (JACKSON et al., 2008).

Embora, alguns desses parasitas, como Schistosoma mansoni, sd0 0rganismos
altamente patogénicos, causando inflamacao visceral e fibrose hepatica, entre muitos outros
efeitos prejudiciais ao hospedeiro, ou até mesmo a morte (KING, 2015). No entanto, em
muitas outras infecgdes por helmintos, entretanto, os portadores sdo frequentemente
assintomaticos, refletindo uma forma de tolerancia imunologica pelo hospedeiro em diregao
ao parasita (MAIZELS, 2016). Artigos relatam que helmintos podem viver no instestino
humano por até 18 anos, por meio de uma efetiva camuflagem mediante a imunomodulagado

do hospedeiro (SMALLWOOD, 2017).

A infecc¢do por helmintos resulta em uma série de eventos do sistema imunolédgico
orquestrados por células Th2 (MAIZELS, 2009). Esse fen6tipo ¢ marcado pela produgao
significativa de IL-4, 5, 9, 10, 13, 21 e 33, bloqueando citocinas Thl (IL-12 e IFN-y). Pode
ser observada também, a hiperplasia de células da mucosa, eosinofilia, producdo de IgE e
aumento da expressao de células caliciformes (MATISZ, 2011). Além disso, muitas vezes ha
uma supressao sist€émica acentuada da imunidade inata e adaptativa no hospedeiro. Isso pode
estar ligado ao crescimento de células T CD4" e CD25", produzindo fatores de transformacio
do crescimento (TGF-B) e/ou IL-10. ( BLAUVELT et al.,, 2006; INCE et al., 2006;
METWALI et al., 2007; SHOR et al, 2013; SMALLWOOD, 2017).

Com o objetivo de esclarecer a relacao entre helmintos € a imunomodulagao em
hospedeiros, pesquisadores relatam que produtos secretados pelo parasita modulam
diretamente as fungdes imunolédgicas do hospedeiro e a resposta imune inata gerada pela
infeccdo poderia amenizar as reagdes imunopatoldgicas que conduzem doengas autoimunes.
A hipotese ainda levanta a possibilidade de que, pessoas infectadas com helmintos poderiam
ser menos susceptiveis a outras doencas inflamatdrias. Ainda, que uma pequena carga
parasitaria poderia exibir uma patologia limitada, conferindo beneficios ao hospedeiro na

modalidade de parasitismo comensal (MATISZ et al, 2011; SMALLWOOQOD, 2017).
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Alguns autores acreditam que a modulagdo de células T reguladoras e as fungdes
de células dendriticas pelos helmintos seja o mecanismo-chave para esclarecer a teoria da
hipoétese higiénica, por meio do desequilibrio entre respostas Thl e Th2 promovido pela
auséncia do contato da poulagdo com helmintos. Como respostas Th2 e Thl sdo
contrarregulatorios, o desenvolvimento de respostas Th2 frente a antigenos de helmintos,
poderia promover a redu¢ao da resposta Thl, a qual se mostra elevada em doencas

autoimunes (ALTMANN et al, 2009; SHOR et al, 2013).

Outro fator importante na infec¢@o por helmintos ¢ a diferenciagdo de macréfagos
ativados, sob a influéncia de citocinas como IL-4, IL-13 e IL-21. Enquanto macréfagos
ativados sdo recrutados para o local da infeccao e sao implicados como efetores funcionais,
eles também exibem intensa atividade anti-inflamatoria, secretando IL-10 e TGF-f e
aumentando a expressdo de genes como Arginase-1, Yml (chitinase-3-like protein 3) e FIZZ1
(resistin-like molecule alpha), os quais estdo envolvidos na reparacao de matrizes
extracelulares, cicatrizacao e fibrose (NAIR et al., 2005; TAYLOR et al, 2006; ANTHONY et
al., 2006; LIU, 2015).

Hipotese amplamente aceita para a fungcdo de mediadores envolvidos na resposta
Th2 modificada contra helmintos ¢ que PAMPs de helmintos podem estimular células
dendriticas com tendéncia a células Thl em Th2 ou subconjuntos de células T reguladoras
(Treg). As células Th2 produzem uma variedade de citocinas que conduzem respostas
efetoras, incluindo: respostas eosinofilica, as respostas de mastdcitos, células B, aumento na
permeabilidade intestinal, contracdo do musculo liso, a producdo de muco intestinal e a
diferenciagdo de macrofagos alternativamente ativados (aaM¢). Células Treg, induzidos
paralelarmente, produzem citocinas supressoras como IL-10 e TGF-$ e amenizam os niveis

de ativagao imunologica inata e adaptativa (JACKSON, 2008) (figura 2).
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Figura 2. Células e moléculas envolvidas no desenvolvimento de respostas imunologicas
a infeccoes helminticas. Setas cheias indicam as influéncias de sinalizacao em células (com
moléculas de sinalizacdo importantes indicadas ao lado), e setas tracejadas apontam a
trajetoria do desenvolvimento de um tipo de célula individual.

Efeitos protetores proporcionados por helmintos foram demonstrados em diversos
modelos animais, que simulam doencas inflamatorias, incluindo esclerose multipla, AR e
doenca inflamatdria do intestino. Helmintos tendem a inibir a produgao de IFN-y e IL-17, e
promover a liberagdo de IL-4, IL-10 e TGF-f, inibir a expressdo de FoxP3 em células T
CD4", permitindo uma protecio variando de acordo com a espécie e modelo animal da
doenca. Varios helmintos podem, ainda, promover mecanismos imunomoduladores distintos,
uma vez que, diversas origens evolutivas habitam um s6 nicho em seu hospedeiro, o que
influencia o seu acesso ao sistema imunoldgico, particularmente estimulando células
dendriticas, macrofagos e células T e B. (ELLIOTT & WEINSTOCK 2012; CHEN et al,
2016).
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Foi demonstrado que a artrite induzida em animais transgénicos foi atenuada pela
infeccdo por Nippostrongylus brasiliensis, por meio do aumento da resposta Th2 e acimulo
de eosinofilos, por via de um mecanismo dependente do STAT6 (sinal transdutor e ativador
da transcri¢do 6), promovendo a mudanga da polarizagcdo dos macrdéfagos para o fen6tipo anti-
inflamatorio (CHEN et al, 2016), E que em camundongos com artrite induzida por colageno,
infectados por S. mansoni foi observada uma diminuicdo da atividade inflamatoria,
desenvolvendo uma poliartrite menos grave, por meio da redug¢ao dos niveis de IFN-y, TNF-a

e IL-17 e do aumento de IL-4 ¢ IL-10 (OSADA et al, 2009; SMALLWOOD, 2017).

Praticamente, todos os helmintos estudados até agora demonstraram uma ou mais
moléculas que podem modificar a atividade imunologica do hospedeiro. Poucas moléculas, no
entanto, sdo bem caracterizadas na literatura (HARNETT & HARNETT, 2010). Uma das
poucas excegdes ¢ uma glicoproteina (ES-62) isolada em origem no nematoide
Acanthocheilonema viteae, regulando negativamente a sinalizacdo de proteina C-quinase,
reduzindo degranulagdo de mastocitos. Em modelos murinos, ES-62 induziu a producao de
IL-10, reduzindo IL12, IL-6, IFN-y e TNF-a e producao de IgG1. Promoveu, ainda, a redugao
de células IL-17" nos ganglios linfaticos de camundongos com artrite induzida por coldgeno

(RODGERS, 2015; EASON et al, 2016; LUMB et al, 2017).

1.2.2. Imunomodulacdo promovida por Ascaris suum

Nos anos de 1960, um grupo de pesquisadores observou que produtos encontrados
no extrato de Ascaris spp. induziam alteragdes, como, degranulagdo de mastocitos e liberagao
de histamina (UVNAS et al., 1960; BERALDO et al., 1961). Houve interesse consideravel na
identificacdo de alérgenos em extratos de Ascaris, com objetivo de desenvolvimento de uma
vacina. Foi entdo identificado e caracterizado um alérgeno no corpo celomico do Ascaris
(ABA-1), com capacidade de sensibilizacio de mastocitos e liberagdo de histamina

(McGIBBON et al., 1990).

Estudando o papel imunomodulador de 4. suum, pesquisadores observaram que
camundongos infectados por 4. suum revelam um aumento da produgao de citocinas Th2 (IL-
4 e IL-5), anticorpos e IL-10 (ANTUNES et al, 2015). Foi demonstrado que extratos oriundos
de ovos e adultos de 4. suum inibiram a reacdo de hipersensibilidade tardia, a resposta

proliferativa e a secrecdo de citocinas em animais imunizados com ovalbumina e que
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proteinas de alto peso molecular desse extrato indicaram atividade imunossupressora

dependente de IL-4 e IL-10 (SOUZA et al, 2002; SOUZA et al., 2004).

Uma proteina de 200 kDa, purificada a partir do extrato bruto de A. suum
(PAS-1), promoveu uma atividade anti-inflamatoria, reduzindo a migracdo leucocitaria e a
liberacdo de TNF-a, IL-IB e IL-6 em modelo experimental de bolsa de ar subcutinea
estimulada por lipopolissacarideo (OSHIRO et al., 2005). Ainda, PAS-1 demonstrou atividade
imunossupressora em animais imunizados com ovalbumina, inibindo a reag¢do de
hipersensibilidade do tipo tardia e a produgdo de anticorpos mediada pela liberagdo de IL-4 e
IL-10. Com efeito, pesquisadores relatam que a PAS-1 suprime a resposta imunoldgica

celular e humoral (OSHIRO et al., 2006; ANTUNES et al, 2015).

Foi demonstrado recentemente que a sequéncia N-terminal da PAS-1 ¢
semelhante a sequéncia da proteina ABA-1, sugerindo que a PAS-1 pode ser uma poliproeina
repetitiva de 4. suum, no entanto, as funcdes bioldgicas diferem, sugerindo que a
carcaterizacdo detalhada dessas proteinas pode ser util como interve¢do terapéutica para

doengas inflamatdrias (ANTUNES et al, 2015).

Estudos relatam que proteinas derivadas do extrato de A. suum minimizam a
resposta celular e humoral, em camundongos no modelo de ovoalbumina, € que esse
mecanismo era independente de receptores Toll-like 2 e 4. Além disso, em estudos in vitro,
esse extrato reduziu a expressao de moléculas MHC de classe II e a secregao de IL-12 e IL6,
além de aumentar a liberacdo de IL-10, em células dendriticas estimuladas com LPS

(FAVORETTO, et al 2014).

Seguindo a mesma linha de pesquisa, nosso grupo, também publicou um estudo
realizado com extrato de A. suum. Foi demonstrado que extrato bruto protege contra a
gravidade de AR, em ratos e camundongos submetidos aos modelos de artrite induzida por
zymosan ou por colageno. O extrato inibiu o influxo celular, a hipernocicepgao, a perda de
glicosaminoglicanos, além de melhorar a sinovite cronica promovida pelo modelo. Ainda, o
extrato de 4. suum modificou também o perfil de mediadores inflamatorios, reduzindo os

niveis de 6xido nitrico (NO) e IL-1p (ROCHA et al, 2008)
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1.3. Modelos experimentais de AR

A evolugdo da ciéncia experimental foi a principal fonte de descobertas nos
campos da Fisiologia, Fisiopatologia e Desenvolvimento Terapéutico. Muitas espécies
animais foram usadas, dependendo da disponibilidade, capacidade de reproducdo, custos e
semelhangas fisioloficas com os seres humanos. A selecao do uso de camundongos para o
estudo da imunologia teve como base o tamanho reduzido e a necessidade de materiais em
menor quantidade. Além disso, com o rapido crescimento da genotipagem, desde os anos de
1980, a manipulag¢do genética dos camundongos conferiu grande avancgo da ciéncia (WEBB,

2014; BESSIS et al, 2017).

Embora a compreensdo da etiopatogenia da AR tenha avancado e elucidado muito
dos mecanismos fisiopatologicos, até 0 momento, ndo existe um modelo animal que apresente
as mesmas caracteristicas da AR em seres humanos. Os modelos em camundongos, no
entanto, que recapitulam os aspectos da patogénese da AR em seres humanos, sdo uma

ferramenta importante para investigar tais mecanismos in vivo (CAPLAZI et al, 2015).

Varios modelos foram descritos, no intuito de induzir artrite em animais, tentando
reproduzir achados da AR em humanos. Um modelo ideal de artrite deve preencher requisitos,
como achados clinicos, radiolodgicos e histopatologicos semelhantes aos observados na AR.
Nenhum modelo descrito na literatura abrange todas essas condi¢des, embora todos se
aproximem razoavelmente do objetivo pretendido. Alguns sdo adequados para avaliar
mecanismos celular e molecular da doenga, enquanto outros sao empregados para investigar

mecanismos de drogas. (SILVA JR. & ROCHA 2006, BOLON et al., 2011).

Entre os varios modelos experimentais de artrite, pode ser citado, como modelo de
artrite quimica, a artrite induzida por zymosan (AZy), demonstrando uma rapida inflamagao,
caracterizado como um modelo de baixo custo. Ndo demonstra, entretanto, o envolvimento
imunologico esperado para um modelo ideal de AR. Atualmente, os modelos experimentais
mais utilizados sdo aqueles como artrite induzida por coldgeno tipo II (CIA) e por antigeno
(AIA), por apontarem lesdes articulares muito semelhantes 8 AR em humanos, porém os
modelos exigem linhagens especigicas, em decorréncia da susceptibilidade para reacdo

imunoldgica (BOLON et al., 2011; CAPLAZI et al, 2015, BESSIS et al, 2017).

Outros modelos também s3o empregados, como a artrite induzida por

proteoglicanos, ou por 6leo mineral, além dos modelos empregando agentes infecciosos



31

(como mycoplasma e parede de estreptococos). Em resumo, os modelos experimentais, em
camundongos, exprimem uma similaridade histoldogica com a sinovite da AR humana,
mecanismos imunoldgicos na sua fisiopatologia, além de resposta terapéutica similar a

observada na AR (DUMONDE & GLYNN, 1962; BESSIS et al, 2017).

Por ultimo, vale destacar o fato de que, manipulacdes genéticas, fornecendo a
pesquisa, animais transgénicos ou knock-out, vieram agregar outro meio aos modelos animais,
podendo demonstrar o aumento da expressao ou a auséncia de um gene, como, por exemplo,
de TNF-a, resultando em um desenvolvimento de artrite erosiva cronica em 100% dos
animais, permitindo avaliar o papel de genes individuais na fisiopatologia da AR, homeostasia
e desenvolvimento de autoimunidade, bem como o papel de citocinas envolvidas na

fisiopatologia dessa doenga (MATISZ et al, 2011; BITON et al, 2011).

1.3.1. Artrite Induzida por zymosan (AZy)

O zymosan (Zy) ¢ um polissacarideo derivado do fungo Saccharomyces
cerevisiae, sendo muito utilizado como agente inflamatério (GADO, 1991). O modelo de
AZy foi descrito pela primeira vez, em 1977, por Keystone et al, que observaram uma artrite
inflamatéria cronica com infiltragcdo de células mononucleares, hiperplasia sinovial e
transformagao da membrana sinovial em um tecido inflamatério com propriedades invasivas,

definido como pannus reumatoide.

A administracdo de particulas de zymosan ¢ capaz de induzir a liberagao de
enzimas lisossomais de macrofagos e ativar o sistema complemento, por meio da via
alternativa, promovendo reagdo inflamatéria aguda, caracterizada principalmente pelo
aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares
(neutréfilos). Na AZy, a migragcdo de neutrofilos demonstra um pico de seis horas e persiste
por até trés dias. Estas células, além de propriedades fagociticas, liberam mediadores
inflamatorios como eicosanoides, citocinas, MMP e espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e

nitrogénio (ERN’s) (SCHORLEMMER, 1977; HAMPTON, 1998).

Posteriormente, ocorre uma sinovite progressiva cronica, com infiltracdo de
células mononucleares, havendo formacdo de células gigantes, neoformacgdo vascular e

proliferacdo de fibroblastos, acompanhada da perda de proteoglicanos com suporte na matriz
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da cartilagem e invasdo do osso subcondral, assemelhando-se ao pannus reumatoide (ROCHA

et al., 1999).

Na cavidade articular inflamada, uma variedade de células, além dos neutrofilos, €
fonte potencial desses mediadores, incluindo sinovidcitos, condrocitos, mastocitos e
mondcitos. A resposta inflamatoria desencadeada por Zy estd ligada a um conjunto de
receptores, entre eles, o dectin-1, receptor de membrana expresso em macrofagos, células
dendriticas e neutréfilos (BROWN et al., 2003). Uma das principais vias de sinaliza¢do pro-
inflamatoria para AZy sdao os TLRs, necessaria para o desenvolvimento de uma resposta
imune. A ativagcdo desses receptores, por sua vez, induz a liberagdo de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, CXCL-1, prostaglandinas e leucotrienos

(FRASNELLI et al., 2005; CORREA et al, 2016)

Na AZy, a liberacao de NO no liquido sinovial e a geracdo de ERO’s ¢ ERN’s sdo
maximas na 6* hora apos a injecao do estimulo itra-articular, estando diretamente relacionadas
a migracdo de neutrdéfilos (ROCHA et al., 1999). Os niveis de nitrito total permanecem
elevados no exsudato sinovial durante trés semanas, embora os niveis mais elevados sejam

observados durante a fase aguda do modelo (BEZERRA et al., 2004).

Condrocitos, osteoclatos e fibroblastos liberam MMP, promovendo a degradacao
de componentes da matriz cartilaginosa, o que torna possivel o aparecimento da lesdo da
cartilagem encontrada na AZy (STOOP et al., 1999). Utilizando o modelo de AZy, Bezerra et
al. (2004) demonstraram uma cinética da perda de glicosaminoglicanos (GAG) induzida nesse

modelo, com uma significativa perda de matriz cartilaginosa.

1.3.2. Artrite induzida por antigeno (AIA)

Os modelos que mais se assemelham a AR s3o dependentes de agentes
infecciosos ou de respostas imunologicas. Até o momento, a AIA parece ser o modelo que
mais se aproxima da artrite reumatoide humana. O modelo AIA foi, originalmente,
desenvolvido por Dumond e Glynn, em 1962, em coelhos. Em seguida, o modelo foi
estendido com o auxilio de uma variedade de antigenos, como fibrina, ovoalbumina e
albumina sérica bovina metilada (mBSA) e para outras espécies, incluindo rato e
camundongo. (DUMOND & GLYNN, 1962; BRAUER, et al. 1988; BRACKERTZ &
MULLER, 1972)
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A artrite induzida por mBSA constitui um modelo de artrite monoarticular severa,
induzida pela injecdo intra-articular do antigeno ap6s uma imunizacao sist€émica, em animais
susceptiveis. Resumidamente, os animais sdo sensibilizados por duas injecdes, por via
subcutanea, de uma emulsio contendo mBSA e adjuvante completo de Freund, o qual contém
Mycobacterium tuberculosis mortos por aquecimento. Vinte € um dias apos a injecc¢ao inicial
para imunizacdo, a artrite ¢ induzida pela administragdo intra-articular (i.a.) de mBSA

(GRESPAN, 2008)

O curso clinico pode ser dividido em duas fases, aguda e cronica. A fase aguda ¢
caracterizada pela infiltracdo de células polimorfonucleares, predominantemente, edema e
rubor na regido articular afetada, como consequéncia da produgao in situ de imunocomplexo e
ativagdo do sistema complemento na cavidade articular. As células T CD4" especificas de
mBSA fornecem o estimulo inflamatorio inicial, levando ao recrutamento de neutrofilos e
macréfagos. Apods uma semana, a doenga progride para a fase cronica, a qual ¢ mediada por
céulas T, mostrando hiperplasia sinovial, formagdo do pannus reumatoide, destruicao da

cartilagem e tecido 6sseo (von BANCHET, 2000; BESSIS et al 2017).

Outro sintoma importante no qual o modelo se assemelha a AR em humanos ¢ a
dor persistente e durante a locomogao. A hipernocicep¢ao pode ser observada desde a terceira
hora apos a indugdo, e persiste por pelo menos 24 horas, reduzindo com 72 horas apds o
desafio. A migracdo neutrofilica pode ser observada com seis horas persistindo até 24 horas,
diminuindo 48 horas depois do desafio, e retornando aos niveis basais 96 horas apos (PINTO

et al., 2010).

As citocinas pro-inflamatorias como TNF-o IL-18 e IL-17 e quimiocinas, como,
KC e CXCL, desempenham papel importante na génese da inflamagdo e na hipernocicepgao
nesse modelo (VERRI JR et al., 2006; CUNHA et al., 2007). Pode-se observar, ainda, a
participagdo de MMP, liberadas por leucécitos migrados para o espago articular, responsaveis
pela degradacdo da matriz cartilaginosa e produ¢do de mediadores inflamatorios, tais como

endotelinas (PINTO et al., 2010).

O aspecto histologico lembra a sinovite reumatoide humana, encontrando-se
hiperplasia sinovial, infiltrado linfomononuclear, neoformacdo vascular e, em fases
posteriores, perda de proteoglicanos da cartilagem articular e reabsor¢ao 6ssea (CHANG et

al., 1980; BESSIS et al 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Um estudo realizado em Natal-RN, regido do Nordeste brasileiro com baixa
condicdo soOcioeconOmica, demonstrou que pacientes portadores de lupus eritematoso
sistétmico exibiram indice de dano cronico semelhante ao de pacientes de paises
desenvolvidos, exceto pelo componente cutaneo, fato esse atribuido a alta exposicao solar
provocada pela baixa latitude e a situacdo social de dificuldade do uso de protetor solar

(VILAR et al., 2005).

O que contradiz com a teoria de que pacientes que residem em paises com baixa
renda deveriam exibir um aumento da morbidade e / ou mortalidade por essas doencas.
Curiosamente, a evolucdo da doenga nesses pacientes, em longo prazo, parece ser semelhante,
se ndo menos grave, a encontrada em populacdes com melhores indices socioecondmicos
(OLIVEIRA et al, 2016). Diante do fato da recorrente demonstracdo que o atraso no
diagnostico, a dificuldade ao acesso a um especialista, a falta de adesdo ao tratamento ¢ a
falha ou atraso na indicacdo de drogas modificadoras da doenga tem um grande impacto na

prevaléncia e gravidade de doengas autoimunes (QUINN & EMERY, 2005).

De acordo com a hipdtese higiénica, helmintos podem fornecer fatores protetores,
0s quais protegem contra a gravidade de doencas imunomediadas, por meio da estimulacao do
sistema imunoldgico para respostas Th2 (JACKSON, 2008; APAER, 2016). Seguindo essa
mesma linha de pesquisa, nosso grupo de pesquisa demonstrou papel anti-inflamatorio de
extrato de 4. suum, reduzindo a gravidade da AR em modelos de artrite experimental

(ROCHA et al, 2008).

Apesar da possibilidade de complicagdes associadas as parasitoses, infestacdes
subclinicas por helmintos sdo frequentes, o que sugere uma adaptacdo do hospedeiro ao
parasita por meio de alteragdes no sistema imunoldgico (MAIZELS, 2016). Como
consequéncia, poder-se-ia argumentar contra o habito, de se utilizar anti-helminticos a
intervalo semestral ou anual em pessoas assintomaticas. Assim, pouco ¢ sabido de como esses
componentes de helintos realizam a modulacao. Dessa forma, uma melhor compreensdao pode
fornecer estratégias de prevencao primaria de doencas inflamatérias ndo transmissiveis. Ainda
¢ possivel que helmintos e/ou seus produtos sejam uteis na identificacdo de alvos para terapia

ou desenvolvimento de agentes farmacoldgicos.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo Geral

Isolar componentes imunomoduladores do extrato de Ascaris suum e caracterizar

seu mecanismo anti-inflamatério em modelos de artrite experimental.

3.2.

Objetivos especificos

Conferir o efeito do novo lote do extrato de A. suum na migracdo celular no modelo de
AZy, fase aguda.

Estudar o efeito de fracdes >30kDa e <30kDa do extrato de A. suum sobre a e
hipernocicep¢ao e a migragao celular no modelo de AZy, nas fases aguda e cronica.
Examinar o efeito de fragdes 1, 2, 3 e 4, com suporte no extrato <30kDa de A. suum
sobre a e hipernocicepgao e migragao celular no modelo de AZy aguda.

Identificar e caracterizar o(s) componente(s) ativo(s) do extrato por eletroforese e
espectrometria de massa e construir um vetor recombinante contendo os o0s genes
relacionados com os componentes identificados.

Estudar o efeito da transfeccdo com plasmideo recombinante, sobre a migracao celular
no modelo de AZy, fases aguda e cronica.

Estudar o efeito da transfecgdo com plasmideo recombinante, sobre a sinovite cronica
desenvolvida pelo modelo de AZy.

Avaliar o efeito da transfeccdo sobre a liberagao de mediadores inflamatérios (CXCL-1,
IFN-y, IL-1B e IL-6) na cavidade articular em camundongos com AZy aguda.
Demonstrar o efeito da transfeccdo com plasmideo recombinante, sobre a migracao
celular no modelo de AIA, fase aguda e cronica.

Observaro efeito da transfeccdo com plasmideo recombinante na sinovite aguda e dano
articular cronico em camundongos com AIA.

Investigar o efeito da transfec¢do com plasmideo recombinante, sobre niimero de
mastocitos e sobre a imunoexpressio de iNOS, CDI11b, F4/80 ¢ CD206, na membrana
sinovial, no modelo de AIA aguda,;

Analisar a expressdao de componentes de A. suum, em camundongos com AZy,

submetidos a transfeccao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos Swiss (25-30g), para as avaliagcdes no
modelo de artrite induzida por zymosan, e camundongos Balb/C (20-25g), para as avaliagdes
no modelo de artrite induzida por antigeno (n=6, por grupo), fornecidos pelo Biotério Central
da Universidade Federal do Ceara - UFC. Os animais foram submetidos a uma temperatura de
22-25°C, com 12h de ciclo claro/escuro e livre acesso a agua e a ragdo. Todos os
experimentos foram conduzidos de acordo com as diretrizes preconizadas pelo Manual sobre
Cuidados e Usos de Animais de Laboratorio (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal,
2003), com todos os esfor¢os feitos para minimizar o sofrimento. O trabalho foi previamente
aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa Animal — CEPA da UFC, sob o niimero

33/2014.

4.2. Preparacio do extrato bruto de Ascaris suum

Ascaris suum adultos, mortos, obtidos do intestino delgado de porcos, de um
abatedouro local, foram lavados com soro fisiologico, triturados, homogeneizados em salina
(0,15 M) tamponada com borato (0,1 M, pH 7,2), em vortex e, em seguida, centrifugados por
90 minutos, 12.000 x g a 10°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi ressuspenso
(ImL) em salina tamponada com borato (0,1 M, pH 7,2), homogeneizado em vortex e
colocado em agitagdo constante por 18 horas a 4°C. Apos esse periodo, o material foi
novamente centrifugado por 90 minutos, 12.000 x g e 10°C, o sobrenadante foi dialisado a
4°C, por 48 horas, contra agua destilada, aliquotado, liofilizado e armazenado a -20°C até o

momento do seu uso (STREJAN & CAMPBELL, 1967).
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Esquema 1. Preparo do extrato bruto de 4. suum
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4.3. Fracionamento do extrato de Ascaris suum

O extrato bruto de A. suum liofilizado foi diluido em 10 mL de agua Milli-Q,
em capela de fluxo laminar, e submetido ao processo de separagdo em uma membrana de 30
kDa, no sistema VivaSpin6® MWCO 500 (GE Healthcare Life Sciences). Apés esse processo,
foram obtidas duas fragdes contendo proteinas, com peso molecular acima de 30 kDa e
abaixo de 30 KDa. Uma aliquota de cada uma das fracdes foi devidamente armazenada a
-80 °C, para subsequentes fracionamentos, e outra aliquota foi administrada aos animais para
avaliacdo da atividade bioldgica. A administragdo das fragdes > e < 30 kDa do extrato foi
realizada com base na concentragdo de proteinas, quantificada pelo método de Bradford

(1976), usando curva-padrao de albumina sérica bovina (BSA).
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Fragdao do extrato de 4. suum (6 ng), com proteinas <30 kDa foi submetida a
eletroforese nativa (condigdes ndo desnaturantes) em gel gradiente (7,5%). As fragdes obtidas
referentes as bandas de interesse (1, 2, 3 e 4) foram recortadas e transferidas para microtubos
de 1,5 mL. A proteina foi entdo eluida do fragmento do gel por difusdo passiva em 1 mL de
bicarbonato de amonio, overnight, a 4°C. O gel foi re-extraido de seis a oito vezes em 800 uL
de bicarbonato de amdnio, a cada 12 horas. O eluato, contendo as proteinas, foi secado em
Speed-vac (Adaptado de MESTRINER et al, 2007). Em virtude da dificuldade da
quantificagdo proteica, das fracdes 1, 2, 3 e 4, pelo método de Bradford, a administracao foi

realizada baseada no volume da fracao do extrato.

Esquema 2. Fracionamento do extrato de A. suum
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4.4. Inducao da artrite por zymosan (AZy)

Camundongos Swiss machos, 25-30g (n=6 por grupo), receberam uma injecao
intra-articular (i.a.), no joelho direito, de 0,1mg de Zymosan (Sigma, St. Louis, MO, USA),
preparado em solucao salina estéril apirogénica (0,025 mL de volume total). Grupo-controle

recebeu apenas salina i.a. Apos seis horas (fase aguda) ou sete dias (fase cronica) da indugao
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da artrite, os animais foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e ketamina (80mg/kg) por
via intraperitoneal (i.p.), sacrificados por deslocamento cervical e exsanguinados, € em

seguida, a coleta de amostras foi realizada para posteriores avaliagdes (ROCHA et al, 2008).

4.5. Inducio da artrite por antigeno (AIA)

Camundongos Balb/C machos (20-25 g) (n=6 por grupo) foram sensibilizados
com 500ug de mBSA (Sigma, St. Louis, MO) em 0,2 mL de uma emulsao contendo 0,1 mL
de PBS e 0,1 mL de adjuvante completo de Freund (Sigma - CFA, 1mg/ml de Mycobacterium
tuberculose). A emulsdo foi administrada pela via subcutinea (s.c.). O grupo-controle,
caracterizado como falso-imunizado, também recebeu inje¢do s.c, no entanto, a emulsao foi
realizada com adjuvante incompleto de Freund, por ndo conter Mycobacterium tuberculose.
Injecdo de refor¢co foi realizada com sete dias apds a primeira imuniza¢do, em todos os
grupos, com as mesmas concentracdes descritas anteriormente. Vinte e um dias apds o inicio
da imunizacao, camundongos receberam injecao i.a. de mBSA (90 pg/cavidade) preparado
em solucdo salina estéril apirogénica (0,020 mL de volume total). Apos sete horas (fase
aguda) ou 14 dias (fase cronica) do desafio com mBSA i.a., os animais foram anestesiados
com xilazina (10mg/kg) e ketamina (80mg/kg) por via i.p., sacrificados por deslocamento
cervical e exsanguinados, e em seguida, a coleta de amostras foi realizada para posteriores

avaliagoes (PINTO, 2010).

4.6. Tratamentos

Camundongos Swiss, submeditos a AZy receberam extrato bruto de A. suum
(1mg) diluidos em salina estéril, em um volume total de 200uL por via oral (v.0.) 30 minutos
antes da injecdo i.a. de Zy, para garantir a reprodutibilidade dos efeitos do novo lote do
extrato, observado em trabalhos anteriores. A concentragdo proteica do extrato bruto
administrada foi baseada no artigo publicado anteriormente, apresentando efeito
imunomodulador do extrato de bruto de 4. suum em camundongos com AZy (ROCHA,

2008).

Camundongos Swiss, submeditos a AZy receberam as fracdes do extrato de A.

suum >30 kDa (50ng), <30kDa (50ng) ou fragdes 1, 2, 3 e 4 (1uL), diluidos em salina estéril
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(volume total de 200 pL), v.o., 30 minutos antes da injecdo de Zy i.a. A escolha da dose das
fracoes > 30 kDa e < 30 kDa baseou-se no volume administrado anteriormente, utilizando o
extrato bruto de A. suum. A administragdo das fracoes de 1 a 4 foi baseada no volume
previamente padronizado em lpL, uma vez que a quantidade de proteinas no extrato era

inferior ao limite de detecgdo do método de Bradford.

O grupo controle recebeu solugdo salina v.o. 30 min antes do desafio com Zy 1i.a.
Camundongos naive receberam salina i.a. De modo a testar a seguranca da administracdo do
extrato de A. suum, um grupo de animais recebeu apenas o extrato v.o. Como controle da

atividade bioldgica de proteinas do extrato, um grupo recebeu BSA v.o. (n=6 para cada

grupo).

Com o objetivo de excluir a contaminagdo por endotoxinas no extrato de A. suum
e na solucdo de BSA, ambos foram preparados em condi¢des estéreis e filtrados antes da
administracdo nos animais. Assim, a atividade oral do extrato de 4. suum exclui a
possibilidade de que a contaminacdo com endotoxinas seja responsavel pelos efeitos

observados neste trabalho.

Camundongos Swiss e Balb/C, submeditos a AZy e AIA, respectivamente, foram
submetidos ao processo de transfec¢do com plasmideos recombinantes contendo a sequéncia
de nucleotideos referentes aos peptideos (Aba-B ou Aba-F), identificados no extrato. Grupos
de camundongos foram anestesiados, a regido do musculo foi depilada e em seguida foi
administrada uma injecao intramuscular (i.m) de 50 pg / 30 uL do plasmideo recombinante
(Aba-B ou Aba-F), diluidos em salina estéril, em cada pata traseira, na regido posterior tibial,
totalizando 100 pg por animal. Foi realizada uma cinética, considerando o tempo de
administracdo que antecede o estimulo inflamatorio i.a. No modelo de AZy, os plasmideos
foram administrados 3, 6, 12, 18, 24, 48 e 72 horas antes do Zy i.a. e, na fase cronica da AZy,
um grupo recebeu a solugdo prévia do plasmideos (18 horas) e uma administracao de reforco
com quatro dias ap6s a indugdo do estimulo i.a. No modelo de AIA, os plasmideos foram
administrados 6, 12 e 18 horas antes do desafio i.a. contra mBSA (n=6 para cada grupo). Por
apresentar baixo custo e rapidez no desenvolvimento da inflamagdo, o modelo de AZy foi

utilizado como triagem para a posterior avaliacdo da atividade bioldgica no modelo de AIA.

Para descartar que algum componente estrutural da bactéria utilizada no processo
de clonagem do plasmideo (E.coli), tenha interferido na resposta imunoldgica desenvolvida

pelos camundongos com AZy, foi realizado todo o processo de extracdo de DNA plasmidial
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em uma coldnia de E.coli ndo transformada, a qual ndo apresentava o plasmideo recombinante

e, em seguida, o mesmo volume foi administrado i.m. nos animais, 18 horas antes do Zy i.a.

Esquema 03. Tratamento: Via oral, 30 Esquema 04. Transfeccdo: Via
minutos antes do estimulo intramuscular, antes do estimulo
inflamatério com Zy i.a. inflamatoério com Zy ou mBSA i.a.
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AZy: 3,6,12, 18, 24, 48 ¢ 72 horas

| | |
| I 1
1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1
E Extrato > 30 kDa (50 ng) ! | antes do Zy (i.a.) '
. Extrato <30 kDa : : i
1 1 1
| TTTTTTTTTmmmmommomoomoees E i AIA: 6, 12, 18 horas antes do mBSA i
[} .
i Fragdo 1 ' ! (ia.) !
1 1 1 1
! Fragdo 2 (1 pL) ! : :
1 e e e e e e e, e, e e = = — 1
E Fragdo 3 !
: Fracao 4 E

4.7. Analise da hipernocicepcao

Camundongos Swiss (25-30 g) e Balb/C (20-25 g), submeditos a AZy e AIA,
respectivamente (n=6 por grupo), foram avaliados pelo aparelho vonFrey eletronico para
mensuracao da hipernocicep¢do. Os animais foram colocados em caixas de acrilico (12 x 10 x
17 cm de altura), sobre uma tela de arame, por 30 minutos, para adaptagdo ambiental. A
estimulagao foi feita quando os animais estavam adaptados, sem movimentos exploratorios ou
defecacdao e nao estando descansando sobre as patas. A quantificacdo foi realizada por um
transdutor manual em cuja sonda foi adaptada uma ponta de polipropileno (Electronic von
Frey anesthesiometer, Insight Equipamentos Cientificos Ltda., Ribeirdo Preto, SP, Brasil).
Uma forga perpendicular e crescente foi aplicada na area central da superficie da pata direita
para provocar a flexdo da articulagao do joelho, seguida da retirada da pata. Um espelho
abaixo da grade permitia a visdo clara da pata. O aparato eletronico registrava
automaticamente a intensidade da forga aplicada quando o animal retirava a pata. O teste foi
feito at¢ a obtengdo de trés medidas consistentes (quando a diferenca entre elas fosse menor
do que 1g). O resultado foi expresso como média do limiar mecanico em gramas (g). A
analise da hipernocicep¢do foi realizada na 3* e 5* horas para fase aguda em ambos os
modelos, no 7° dia, no modelo de AZy cronica e no 14° dia no modelo de AIA cronica

(PINTO et al., 2010).
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4.8. Analise do influxo celular

Camundongos foram sacrificados, para avaliagdo nas fases aguda e cronica, em
ambos os modelos, como descrito anteriormente, 6h (fase aguda) ou sete dias (fase cronica)
apds o desafio i.a. no modelo de AZy e 7h (fase aguda) ou 14 dias (fase cronica) apos o
desafio i.a. no modelo de AIA. A cavidade articular foi lavada por meio de duas injecdes
intra-articulares, seguidas de aspiragao de 0,05 mL de salina estéril apirogénica, contendo
EDTA 10 mM. A contagem de células totais no lavado articular foi realizada em cdmara de
Neubauer. Em seguida, o lavado foi centrifugado (500g/10 min/ 4°C) e o sobrenadante
aliquotado e conservado a -80°C para posteriores andlises (ROCHA, 1999).

4.9. Avaliacao histopatologica

Camundongos Swiss (25-30 g), submeditos a AZy (n=6 por grupo), foram
sacrificados 7 dias apos o desafio i.a. com Zy (fase cronica). A membrana sinovial foi retirada
cirurgicamente, fixada em formol 10% tamponado, armazenada em 4lcool 70% e incluida em
parafina. Laminas contendo cortes histologicos de Sum foram desparafinizadas e coradas por
hematoxilina - eosina (H&E). Um patologista realizou uma avaliagdo cega por microscopia
optica, seguindo uma classificacdo semiquantitativa realizada para os tratamentos efetuados.
A andlise da membrana sinovial foi baseada em um grau de escores para cada grupo, de
acordo com a proliferacdo sinovial, infiltragdo de células, fibrose e estdgio da doenga,
variando de 0 a 3 (0, ausente; 1, suave; 2, moderado; 3, grave) para cada parametro. A
pontuagdao maxima dos escores totais foi de 12. Os resultados foram expressos como mediana

(variagdo) para cada grupo de seis animais (ROCHA et al, 2008).

Camundongos Balb/C (20-25 g), submeditos a AIA (n=6 por grupo), foram
sacrificados sete horas ou 14 dias apds o desafio i.a. com mBSA. Na fase aguda do modelo, a
membrana sinovial foi retirada cirurgicamente, fixada em formol 10% tamponado,
armazenada em alcool 70% e incluida em parafina. Laminas contendo cortes histologicos de
Sum foram desparafinizadas e coradas por hematoxilina - eosina (HE), e na fase cronica, as
articulagdes da pata direita traseira foram removidas cirurgicamente, fixadas em formol 10%
tamponado, descalcificadas em solucdo de EDTA 10% e incluidas em parafina. Cortes
histologicos seriados (5 pm), da porcdo mais externa para a por¢cdo mais interna, foram

realizados em triplicata e corados por Hematoxilin e Eosina e Safranina O-Fast Green. As
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articulagdes foram analisadas, atribuindo-se escores, segundo padroes definidos pelo
Osteoartrite Research Society International (OARSI) para camundongos. Segundo esse
sistema, escores variando de zero a seis, avaliam a gravidade da lesdao da cartilagem articular,
considerando multiplos aspectos como a destrui¢do da cartilagem, alteracdes Osseas,

osteofitas e sinoviais (GLASSON, 2010).

4.10. Avaliacdo do nimero de mastocitos

Camundongos Balb/C (20-25 g), submeditos a AIA (n=6 por grupo), foram
sacrificados sete horas apods o desafio i.a. com mBSA. A membrana sinovial (n = 6 por grupo)
foi retirada cirurgicamente, fixada em formol 10% tamponado, armazenada em alcool 70% e
incluida em parafina. Laminas contendo cortes histologicos de Sum foram desparafinizadas e
coradas por azul de toluidina, corante que destaca os granulos de mastocitos em azul escuro.
A contagem do nimero de mastdcitos foi realizada com o auxilio de um reticulo (10 x 10
mm) acoplado ao microscépio ocular. Foi realizada a contagem por meio de uma varredura

por todo o tecido sinovial, no aumento de 400x (ARZI et al, 2010)

4.11. Determinacio dos niveis de CXCL-1, IL-1f, IFN-y, IL-5, IL-6 e IL-10

Para avaliar a influéncia no perfil inflamatorio, o nivel de citocinas foi mensurado
na cavidade articular na fase aguda do modelo de AZy e AIA. A determinacdo dos niveis de
CXCL-1, IL-1B, IFN-y, IL-5, IL-6 e IL-10 foi mensurada nos sobrenadantes articulares,
usando um kit de ELISA comercialmente disponivel (R&D Systems, Sao Paulo, SP, Brasil).
Resumidamente, microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpos policlonais
anti-CXCL-1, anti-IL-1p, anti-IFN-y, anti-IL-5, anti-IL-6, ou anti-IL-10 e incubadas overnight
a 4 °C. Apds bloqueio das placas (albumina 1% por 1h), os padrdes de citocinas e as amostras
foram adicionados em duplicata por 2h (25 °C). Um anticorpo secundério biotinilado foi
adicionado, seguindo por uma incubagdo por 1 h (25 °C). Por tltimo, 100ul de avidina-
peroxidase (diluida a 1:5000; DAKO A/S, Dinamarca) foi adicionada a cada poco. Apos 30
min, as placas foram lavadas e o reagente O-fenilenodiamina (OPD - 40 pg / poco) e H,O,
foram adicionados. A reagao foi interrompida com H,SO4 (IM) e a leitura da densidade optica

(D.O.) foi realizada a 490 nm. Os resultados foram expressos em pg/mL (SILVA JR., 2006).
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4.12. Imuno-histoquimica

Camundongos Balb/C (20-25 g), submeditos a AIA (n=6 por grupo), foram
sacrificados sete horas apés o desafio i.a. com mBSA. A membrana sinovial foi retirada
cirurgicamente, fixada em formol 10% tamponado, armazenada em alcool 70% e incluida em
parafina. Laminas contendo tecidos sinoviais foram utilizadas para avaliar, por imuno-
histoquimica, a expressao de marcadores envolvidos na inflamagao (iNOS, CD11b, F4/80 e
CD206), baseando-se no método de estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU & RAINE,
1981). Resumidamente, as amostras foram cortadas em espessura de 3um em microtomo
apropriado e colocadas em laminas de L-polilisina, apropriadas para a realizacdo de imuno-
histoquimica. Laminas silanizadas, contendo os cortes histologicos, foram desparafinizadas,
hidratadas em xilol e alcool e imersas em tampao citrato 0,1 M (pH 6,0), sob aquecimento em
forno de microondas, por 15 minutos para a recuperagdao antigénica. Apds o resfriamento,
obtido em temperatura ambiente durante 20 minutos, foram feitas lavagens com PBS,
intercaladas com o bloqueio da peroxidase enddgena com solugdo de H,O, a 3% (15
minutos). Os cortes foram incubados overnight (4 °C) com o anticorpo primario 1:200, em
PBS com albumina sérica bovina 5% (PBS-BSA). Apds a lavagem do dia seguinte, foi feita a
incubag¢do com o anticorpo secundario (de deteccdo) biotinilado, diluido 1:200 em PBS-BSA,
por 30 minutos. Depois de lavado, os cortes foram incubados com o complexo Envision ™
System-HRP (AEC) (DAKO, Carpinteria, CA, EUA), e a cor da reagao foi desenvolvida com
diamino-benzidina tetrahidrocloreto (DAKO, Carpinteria, CA, EUA), seguida por contra
coloragdo com hematoxilina de Mayer. Por fim, foi realizada a desidratacdo das amostras e
montagem das 1dminas. Controles negativos e positivos foram processados simultaneamente,
como descritos acima. O anticorpo primario, no entanto, foi substituido por PBS-BSA 5%. A
intensidade da coloracdo foi analisada por microscopia dptica, por meio da contagem do
numero de células positivas/10 campos tomados aleatoriamente e calculada a média de células
por campo. Os resultados foram expressos como média de células positivas por campo

(PINTO, 2013).

4.13. Analise proteica do extrato de A. suum

Para identificacdo das proteinas do extrato de A. suum foi realizada eletroforese
em gel de poliacrilamida com gel gradiente (12,5%), com SDS. Fragdo do extrato de A. suum

foi diluida em tampao (Tris/HCI 135 mM, pH 6,8, contendo 2,5% de dodecil sulfato de sodio
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- SDS, 10% de glicerol, 0,05% de azul de bromofenol, | mM de fluoreto de fenilmetil
sulfonila e 4cido etilenodiaminotetracético 1 nM) e aquecida a 100 °C por 5 minutos. Em
seguida, Sug de foi aplicada no gel, e na sequéncia, submetida a uma corrente de 100V.

Depois de completada a corrida, o gel foi corado com Coomassie G250 (ROCHA et al, 2008).

Depois de completada a eletroforese, as bandas de interesse foram submetidas a
uma hidrélise enzimadica. Foram recortadas e transferidas para microtubos de 1,5 mL e
lavadas com solu¢do de NH4CO; e acetonitrila 50%, para a remo¢ao do SDS e corante, em
seguida foi adicionada acetonitrila a 100% para secagem final em centrifuga evaporadora. As
bandas foram reidratadas em solu¢do contendo 0,5 ug de tripsina em solugdo NH4CO3 50
mM. A reacdo foi incubada a 37 °C, por 24 horas, e interrompida pela adi¢do de 5 puL de acido
formico por 24 horas. A dessalinizagdo dos peptideos tripsinicos das amostras foi realizada
em microtips contendo resina de fase reversa (POROS R2, Perseptive Biosystems, USA) e as

amostras, em seguida, foram secas em Speed-vac e diluidas conforme o método de anélise.

Os peptideos tripsinicos foram analisados em espectrometro de massa do tipo
eletrospray triplo-quadrupolo (Quattro II, Micromass, Manchester, UK) utilizando uma
origem eletrospray do tipo nanoflow contendo um capilar de silica fundida de 50 pm de
diametro interno, mantido a 3,8 kVolts, 40 V no cone de entrada e uma temperatura de 100°C.
As amostras foram infundidas, por meio de uma bomba do tipo seringa (Harvard, Inc, USA) a
um fluxo de 300 nL/min e os espectros de massa foram coletados na forma média de scans
(15-30 scans) e processados com o software MassLynx v.3.3 (Micromass, Manchester, UK).
A coleta de dados de massa utilizou varredura em MS1 (400-1200 u.m.a.), obtendo-se, assim,
a determinagdo da massa dos peptideos (peptide mass fingerprint). Cada ion de peptideo
detectado foi selecionado no primeiro quadrupolo e submetido a CID-MS/MS (daughter ion
scanning), que promoveu a producdo do espectro de massa dos fragmentos de ions tipob ey
que foram usados para a deducao das sequéncias de aminoacidos dos peptideos. As amostras
co-cristalizadas com matriz foram colocadas no instrumento (MALDI-TOF/TOF-MS Axima
Performace, Kratos-Shimadzu, Manchester, UK) e, apos calibragdo de massas com mistura de
peptideos conhecidos, foram analisadas em método automatico para MS1 e MS/MS. Os
parametros de coleta e processamento dos espectros foram acertados no momento da analise
para a identifica¢do da sequéncia de aminoacidos dos peptideos analisados (numero de perfis,

numero de laser shots, etc.).
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4.14. Construciao de DNA plasmidial recombinante

Partindo da sequéncia de aminodcidos, identificados na caracterizagdo dos
componentes do extrato de A. suum, foram selecionados os peptideos Aba-B e Aba-F, os
quais compdem parte da poteina ABA-1. A selecdo dos peptideos foi realizada de maneira
parcialmente aleatoéria, considerando carcateristicas como afinidade a leucotrienos, para

clonagem e detalhamento da atividade biologica.

A sequéncia de nucleotideos responsaveis por sintetizar os peptideos selecionados
(tabela 1) foi inserida em um vetor plasmidial de alto rendimento, disponivel comercialmente,
VR2001-TOPO vector® (Invitrogen/NIH), de acordo com o fabricante, para avaliacdo da
atividade bioldgica com suporte na transferéncia genética. Resumidamente, o plasmideo foi
digerido com BamH]1 e a sequéncias do gene (inserto) de Aba-B e Aba-F foi inserida no
plasmideo linearizado. O local de clivagem de peptidase de sinal foi preservado neste
plasmideo, bem como o gene de resisténcia a canamicina € o promotor de citomegalovirus
(CMYV), o que contribui para a entrada do plasmideo na célula animal. A reagdo foi incubada
durante uma hora, a 25 °C, e mantida a 4 °C, por 12 horas (VALENZUELA et al, 2001)
(figura 3).
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Tabela 1. Sequéncia de nucleotideos utilizados para confeccio dos plasmideos e seus

produtos

Peptideo

Gene

Produto

Aba-B

ggatccAGCTACGAGCTGCACGACTGGATGACCGAGCA
GCAGAAGCAGCAGATCAGGAGCATGGAGAGCAGCA
ACGTGGCCCCCCTGGAGATCAAGAAGAAGATCGTG
GAGTTCTTCGAGCAGCTGCCCCCCCAGACCAAGGAG
ACCTGGAACGCCAAGTACAAGGACCAGTGCGCCGA
GTGGATCAAGAAGGTGGCCAGCGAGGAGGAGATCG
CCGAGCTGGAGAACCTGAGGGAGAAGAAGGACTTC
GGCACCCTGCACGCCAAGCTGGCCGAGTACAAGAC
CAGGCTGAGCGACGAGGACAAGGCCAAGGTGGACC
TGTGGAAGGACGTGTGCAAGAAGCTGTGGGAGCTG
GACATCAAGGAGAAGGCCCTGAGGAGGCTGAGGAG
GTAAggatcc

SYELHDWMTEQQK
QQIRSMESSNVAPL
EIKKKIVEFFEQLPP
QTKETWNAKYKDQ
CAEWIKKVASEEEI
AELENLREKKDFGT
LHAKLAEYKTRLS
DEDKAKVDLWKD
VCKKLWELDIKEK
ALRRLRR*

Aba-F

ggatccCACCACTTCACCCTGGAGAGCAGCCTGGACAC
CCACCTGAAGTGGCTGAGCCAGGAGCAGAAGGACG
AGCTGCTGAAGATGAAGAAGGACGGCAAGACCAAG
AAGGACCTGCAGGCCAAGATCCTGCACTACTACGAC
GAGCTGGAGGGCGACGCCAAGAAGGAGGCCACCGA
GCACCTGAAGGACGGCTGCAGGGAGATCCTGAAGC
ACGTGGTGGGCGAGGAGAAGGAGGCCGAGCTGAAG
AAGCTGAAGGACAGCGGCGCCAGCAAGGAGGAGGT
GAAGGCCAAGGTGGAGGAGGCCCTGCACGCCGTGA
CCGACGAGGAGAAGAAGCAGTACATCGCCGACTTC
GGCCCCGCCTGCAAGAAGATCTTCGGCGCCGCCCAC
ACCAGCAGGAGGAGGAGGTAAggatcc

HHFTLESSLDTHLK
WLSQEQKDELLKM
KKDGKTKKDLQAK
ILHYYDELEGDAKK
EATEHLKDGCREIL
KHVVGEEKEAELK
KLKDSGASKEEVK
AKVEEALHAVTDE
EKKQYIADFGPACK
KIFGAAHTSRRRR*
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Figura 3. Representacio esquematica do plasmideo de clonagem DNA TOPO-VR2001.
O plasmideo VR2001-TOPO contém a sequéncia que codifica o peptideo ativador de
plasminogénio tecidual (TPA) para garantir que o produto seja secretado. Este vetor também
contém o promotor de CMV para a expressao em células de mamiferos e gene de resisténcia a
canamicina. Duas topoisomerases estao ao lado do sitio de clonagem (TOPO cloning site)
para facilitar a clonagem neste vetor.

4.15. Clonagem de plasmideos recombinantes

Uma cepa de Escherichia coli (JM109), disponivel comercialmente, foi utilizada
para a producdo de vetores recombinantes. As cepas foram conservadas em glicerol a -20 °C e
cultivadas em meio Luria-Bertani (LB) liquido (20 g/L) overnight, a 200 rpm, em agitador
orbital, a 37°C. O crescimento foi acompanhado pela turbidez por meio de espectrofotometro
com comprimento de onda a 600 nm, até obter uma concentragio de 5x10 cel/mL. As células
alcancam a fase Log de crescimento quando a absorbancia apresentar uma densidade oOptica
de 0,4 até 0,6. Em seguida, foram incubadas em gelo, por 20min, e centrifugadas 4000 rpm,
por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi submetido a lavagem com
agua Milli-Q por trés vezes. As cepas foram entdo ressuspensas em 10 ml de glicerol 10%,
centrifugadas a 4000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, e o sobrenadante descartado. O pellet foi

ressuspenso com 400puL de glicerol 10%, aliquotado e armazenado a -80°C.
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A técnica de eletroporacdo foi realizada para desestabilizagdo da membrana
externa ¢ a formacdo de poros, possibilitando a inser¢do do plasmideo na bactéria.
Resumidamente, foram adicionados 2 pL. de plasmideo a 100 pL. de suspensdo bacteriana
eletrocompetente em uma cubeta. Em seguida, a suspensdo foi submetida a um pulso elétrico
de 2,5 kV por cinco milissegundos em eletroporador Multiporator-Eppendorf. Imediatamente,
as cé€lulas foram transferidas para 450 pL. de meio LB liquido e incubadas por uma hora a
37°C, sob agitacdo de 250 rpm, para recuperacao da descarga elétrica. Em uma placa de Petri
contendo meio LB-agar estéril com kanamicina (35ug/ml), foram adicionados 150 pL da
suspensdo bacteriana e distribuida até completa absor¢do. Foram incubados a 37°C, por 24
horas, até a formagao das colonias. A célula transformada, a qual recebeu o DNA plasmidial
recombinante passou por muitos ciclos de divisdo, produzindo varias copias do DNA
recombinante. O antibidtico inibiu o crescimento de bactérias que ndo possuiam o inserto.
Como controle negativo, foram inoculadas bactérias que ndo foram objeto de transformacao,
em placa contendo o mesmo meio, mostrando a auséncia de crescimento bacteriano. Para
armazenamento, as células foram congeladas a -80°C, em meio contendo glicerol 50%

(AUSUBEL et al., 2003).

4.16. Purificacido dos plasmideos recombinantes

Uma aliquota de células, contendo o DNA de interesse, estocada em glicerol, foi
adicionada ao meio LB liquido contendo kanamicina (35ug/mL) e incubadas overnight sob
agitacdo, a 37 °C. O DNA plasmidial foi extraido apds lise alcalina em larga escala, utilizando
um kit comercial (QIAGEN plasmid Maxi kit®), seguindo as especifica¢des do fabricante.
Resumidamente, apés atingir o crescimento de 3-4 x 10° cel/mL, a suspensio foi centrifugada
6000 x g, durante 15 min, a 4 °C. O pellet foi ressuspenso com 4 mL de tampao de lise; em
seguida, foram adicionados 4 mL do segundo tampao e incubados a 5 min, em temperatura
ambiente. Foram adicionados 4 mL do terceiro tampao e incubados no gelo por 15 min. Foi
centrifugado a 20.000 x g, por 30min, a 4°C. O sobrenadante foi equilibrado com tampao e o
DNA lavado com agua (2x). O DNA foi precipitado com isopropanol, em temperatura
ambiente, seguido de centrifugagdo a 15.000 x g, por 30min, a 4°C. O pellet foi lavado com
2 mL de alcool 70%. O plasmideo recombinante foi ressuspendido em tampao TE e
armazenado a -80°C para posterior avaliacdo da atividade bioldgica por transfeccdo. A
concentracdo de DNA plasmidial foi realizada utilizando um quantificador de acidos

nucleicos por espectrofotometria em microvolumes (NanoDrop™ - Thermo Scientific™ ).
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4.17. Extracio de RNA total e expressio génica por PCR em tempo real

A confirmacgao da expressao dos peptideos, nos animais submetidos a transfec¢ao
com plasmideos recombinantes foi realizada por PCR (Polymerase Chain Reaction) em
tempo real do tecido muscular. Os animais submetidos a AZy aguda foram sacrificados e a
regido do musculo, onde os plasmideos foram injetados, foi retirada e imediatamente triturada
por meio de um homogeneizador de tecido (Precellys — Life Science), para extracio do RNA
total, seguindo o protocolo do fabricante (kit RNeasy-QIAGEN). O RNA foi transcrito em
cDNA utilizando um kit de Transcriptase reversa, disponivel comercialmente, (RT cDNA), de
alta capacidade (Life Technologies) e 0 RNAm foi avaliado por meio de ensaios da expressao
de gene por PCR em tempo real, com Syber green, com o seguinte protocolo: 40 ciclos -
desnaturagdao: 95°C por 15 seg/ anelamento: 58°C por 30 seg/ extensdo: 60°C por 30
seg/extensdo final de 72°C. Para a amplificacdo dos genes, foram utilizados iniciadores
especificos (primers) para os peptideos Aba-B e Aba-F (tabela 2). Os valores relativos de
RNAm foram quantificados usando a expressdao relativa do gene de interesse com

normalizacdo para a expressdao do gene-controle: GAPDH (R=2_AACt) (BLAKER et al, 2002).

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados nas reacoes de RT-qPCR e seus respectivos

tamanhos de fragmentos amplificados

Nome do Sequéncia Tamanho do
primer produto
Aba-B Forward: 5° — GGATGACCGAGCAGCAGAAG -3’ 348 pb

Reverse: 5° — GGGCCTTCTCCTTGATGTCC - 3’
Aba-F Forward: 5° - GGCCAAGATCCTGCACTACT -3’ 298 pb

Reverse: 5° — GGATCCTTACCTCCTCCTCCT -3’

4.18. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro-padrao da média (E.P.M.) Para
comparagdes multiplas entre as médias, foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA),
seguido do teste Tukey, considerando significante p < 0,05. Para a analise histopatologica, os
resultados foram expressos em mediana (maximo — minimo) e comparados usando o teste de

Kruskal-Wallis, considerando significante p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Efeito do extrato total de A. suum sobre influxo celular na AZy em camundongos

O novo lote de extrato total de A. suum produzido foi avaliado quanto ao influxo
celular como controle para os subsequentes testes de imunomodulacdo e caracterizagdo. O
pré-tratamento com o novo lote do extrato total v.o. (1 mg) reproduziu o efeito encontrado em
trabalhos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa, reduzindo significativamente o
influxo celular na cavidade articular em camundongos com AZy aguda, quando comparado

com o grupo pre-tratado com solucao salina (figura 4).
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Figura 4. Efeito da administracio do extrato total de A. suum sobre influxo celular na
AZy em camundongos. Camundongos Swiss receberam o extrato total de 4. suum (1mg) ou
solugdo salina (-), v.0. 30 min antes da inje¢ao de Zy (0,1 mg/ 25 puL) i.a. Camundongos naive
receberam salina i.a. O influxo celular articular foi avaliado 6h ap6s a injecao de Zy i.a. Os
resultados foram expressos como média + EPM do total de células/mm’ (n=6 animais por
grupo). *P < 0.05 comparado com grupo pré-tratado com salina (-),'P < 0.05 comparado com
grupo naive.
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5.2. Efeito das fracdes do extrato 4. suum sobre a hipernocicepcio articular e o influxo

celular na AZy em camundongos

Dentre as principais caracteristicas de uma inflamagdo pode-se mencionar o
aumento do influxo celular e dor. No modelo experimental de AZy, nas fases aguda e cronica,
observa-se a redu¢do do limiar mecanico e aumento do influxo celular. Na fase aguda, foi
demonstrado que a administragdo de 50 ng, v.o. da fracdo do extrato de A. suum contendo
proteinas com peso molecular abaixo de 30 kDa, 30 minutos antes do desafio com zy, reduziu
significativamente a hipernocicepg¢ao (figuras 5A) e o infiltrado celular (figuras 5B), quando
comparado aos animais tratados com veiculo. A redugdo desses parametros inflamatérios nao
foi observada nos animais que receberam fracao do extrato de A. suum contendo proteinas
>30kDa. Ainda, a administragdo de 1 mg de BSA, como proteina irrelevante, ndo alterou
esses parametros em camundongos submetidos a AZy aguda, bem como a administragdo das

fragdes do extrato de 4. suum per se, em animais saudaveis (dados ndo mostrados).

Semelhante aos resultados observados na fase aguda, a administracdo da fracao
<30kDa do extrato de 4. suum reduziu significativamente a hipernocicepg¢do e o infiltrado
celular, na fase cronica da AZy (figuras 5C e 5D). Salienta-se que, nessa fase, ocorre a
sinovite, com predominio de células linfomononucleares. Assim, o efeito de uma so
administracdo do extrato promoveu uma ac¢do tdo prolongada, permitindo-se sugerir uma

redu¢@o do dano estrutural pelo extrato na AZy.
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Figura 5. Efeito das fracoes do extrato 4. suum sobre a hipernocicepciao articular e o
influxo celular na AZy em camundongos. Camundongos Swiss receberam fragdes do
extrato >30kDa e <30kDa (50ng) ou solugdo salina (-), v.o. 30 min antes da injecdo de Zy
(0,1 mg/ 25 pL) i.a. Camundongos naive receberam salina i.a. O influxo celular articular foi
avaliado 6h (B) ou 7 dias (D) apos a inje¢do de Zy i.a. A hipernocicepg¢do registrada pelo
limiar de retirada da pata (g) foi avaliada 3h e 5h (A) e com 7 dias (C) ap6s a injecdo de Zy
1.a. Os resultados foram expressos como média + EPM do limiar mecanico e do total de
leucécitos/mm’ (n=6 animais por grupo). P < 0.05 comparado com grupo naive e *P < 0.05
comparado com grupo pré-tratado com salina (-).
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5.3. Efeito das fracoes 1, 2, 3 e 4 do extrato de 4. suum na hipernocicep¢ao articular e no

influxo celular na AZy, em camundongos

Ante o efeito imunomodulador encontrado com a administracdo de proteinas
<30kDa do extrato de A. suum, sugere-se que o(s) componente(s) responsavel(s) pela
atividade encontram-se nesta faixa de peso molecular. Prosseguindo com a separagdo e
identificacdao das proteinas, foram obtidas quatro fragdes (1, 2, 3 € 4), com origem do extrato

<30kDa, mediante uma eletroforese nativa, ndo desnaturante.

Os resultados mostraram que as fracoes 1 e 4 do extrato de A. suum, v.o.
reduziram significativamente a hipernocicepcao (figura 6A) e o infiltrado celular (figura 6B)
em camundongos submetidos a AZy, fase aguda, quando comparados com o grupo pré-
tratado com o veiculo. A fragdo 2 também reduziu o influxo celular na cavidade articular, no
entanto, nao alterou a hipernocicepg¢do. A fracdo 3 ndo mostrou efeito imunomodulador
semelhante as outras fragdes, mantendo a hinpernocicep¢ao e o influxo celular, promovido

pelo Zy i.a.

A avaliagdo do efeito anti-inflamatorio das fragdes nao foi realizada, pois o
objetivo nesta fase foi localizar quais fragdes apresentava o peptideo, com efeito

imunomodulador, seu subsequente isolamento e caracterizagao.
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Figura 6. Efeito das fracdes 1, 2, 3 e 4 do extrato de A. suum na hipernocicepcio
articular e no influxo celular na AZy aguda, em camundongos. Camundongos Swiss
receberam fragdes 1, 2, 3 ou 4 do extrato de A. suum (1 pul), ou salina (-) v.o., 30 min antes da
injecdo i.a. de zy (0,1mg/25uL). Grupo naive recebeu apenas salina i.a. A hipernocicepgao foi
avaliada pelo limiar de retirada da pata (g), 3h ¢ Sh (A) apds a administracao de Zy. O
infiltrado celular foi avaliado 6 h (B) apds a injecdo de Zy. Os resultados foram expressos

como média + EPM do limiar mecénico (g) ¢ do total de células/mm’ (n= 6 animais por
grupo). *P <0.05 comparado com grupo controle (-).



56

5.4. Caracterizacao do extrato de A. suum

Na caracterizacdo dos componentes do extrato, realizada nas fragdes 1 e 4, por
meio cromatografia de massa, foi observada uma proteina caracteristica de Ascaris s.pp., a
ABA-1, ja descrita na literatura, na fragdo 1 a qual foi submetida a uma agdo enzimadtica com
tripsina, € os peptideos caracterizados em um analisador de massas, resultando em sete
repeticoes irregulares de aminoacidos, produzindo os peptideos com suas respectivas
sequéncia de aminodcidos descritos na tabela 3. Ainda, o peptideo Aba-B demonstrou-se com

maior representatividade, com 31% de cobertura da sequéncia da proteina.

Tabela 3. Sequéncia de aminoacidos dos peptideos identificados na proteina ABA-1

Peptideo Sequéncia

Aba-A  RPPSHSESIDTVKTITNAEDGDISKKIRNAQWEVDAEREMSVGLFDLFGR
NSRHRR

Aba-B SYELHDWMTEQQKQQIRSMESSNVAPLEIKKKIVEFFEQLPPQTKETWN
AKYKDQCAEWIKKVASEEEIAELENLREKKDFGTLHAKLAEYKTRLSD
EDKAKVDLWKDVCKKLWELDIKEKALRRLRR

Aba-C ELSQYREYLQWMSDKQYKSLENLKEEGASTEQLHAKVKEYFNELPAE
KQETIKGEFKKKCVAWIKEVANEEQIEELKTLHEKGDMAAVNAKIESY
FKKLSAPRQERITKLRALCKEAWGVSAPSRSRR

Aba-D  EIDAAYKEWIAWMTDSQKSELESMRAAGSSFDEIHEKISGYFGQLDAGR
RNELVKEYKDKCKSYFSAMSGEDELKQMTKLYESGEYEKVKEIVDTVI
ERQPDDKRKHAKNLQKVCYEVYHKAKQSKTRRDIDALMDKHLTWLT
YEQRAEIKRLKQDGGSTDDIKAKLMTFLKSLGEEEQKTATERTKHSCY
AWLREVATDEEIDELERLHQWDHAACKKKVREYIQRLSPEKQEAVNR
DLAVCEQIWYNHHQHNLHHHRRRGLKKGSSSSEDSNERDGRHRSGQH
SMKSERVRR

Aba-E GESPQHTMEHYLKTYLSWLTEEQKEKLKEMKEAGKTKAEIQHEVMRY
YDQLHGEEKQQATEKLKVGCKMLLKGIIGEEKVVELRNMKEAGADIQE
LQQKVEKMLSEVTDEKQKEKVHEYGPACKKIFGATTLQHHRRRR

Aba-F  HHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKTKKDLQAKILHYYDE
LEGDAKKEATEHLKDGCREILKHVVGEEKEAELKKLKDSGASKEEVKA
KVEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIFGAAHTSRRRR

Aba-G ~ HHFTLESSLDTHLKWLSQEQKDELLKMKKDGKTKKELEAKILHYYDEL
EGDAKKEATEHLKGGCREILKHVVGEEKAAELKNLKDSGASKEELKAK
VEEALHAVTDEEKKQYIADFGPACKKIYGVHTSRRRR
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5.5. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F no influxo celular na AZy, em camundongos

A técnica de transfeccdo com plasmideos recombinantes de Aba-B e Aba-F
forneceu uma atividade imunomoduladora relacionada com o influxo celular na cavidade
articular nos camundongos submetidos a AZy aguda. O plasmideo de Aba-B reduziu
significativamente o infiltrado celular promovido pelo modelo, quando administrado 3, 12 e
18 horas antes do Zy i.a. (figura 7A), comparando com o grupo pré-tratado com o veiculo.
Enquanto isto, a administracdo de Aba-B, 6, 24, 48 ¢ 74 horas antes do Zy i.a. ndo promoveu
redu¢do do infiltrado inflamatério, quando comparado com o grupo pré-tratado com o
veiculo. O plasmideo de Aba-F reduziu o influxo celular, de modo significativo, quando
administrado 12, 18 e 24 horas antes do Zy i.a. (figura 7B), comparando com o grupo pré-
tratado com o veiculo; e ndo apresentou reducdo do influxo celular 3, 6, 48 e 72 horas antes

do Zy i.a.

Em razdo da cinética realizada, foi observado que a atividade anti-inflamatoria
dos plasmideos recombinantes estd relacionada com o tempo de administragdo. Assim, foi
selecionado o periodo de 18 horas, como tempo-padrdo que antecede para o desafio com Zy

1.a. para as subsequentes avaliacdes, neste modelo.

Semelhante a fase aguda, a transfec¢do com plasmideos de Aba-B e Aba-F
também apontou uma reducao do infiltrado celular, administrado 18 horas antes do zy i.a., na
fase cronica da AZy (figura 7C). Com o objetivo de avaliar se o efeito anti-inflamatorio dos
plasmideos poderia ser potencializado com uma injecdo de reforgo, outro grupo recebeu o
plasmideo recombinante 18 horas antes do desafio com Zy i.a. e quatro dias apds o desafio. O
grupo que recebeu uma administragdo de reforco ndo apontou melhora do efeito, quando

comparado com grupo que recebeu apenas uma injecao de plasmideo.

Para descartar que algum componente encontrado na bactéria, utilizada para
clonagem (E.coli), tenha interferido na resposta imunologica desenvolvida pelos
camundongos com AZy, foi realizado, como controle, todo o processo de extragdo de DNA
plasmidial em E.coli ndo transformada, a qual ndo apresentava o plasmideo recombinante e
em seguida foi administrado nos animais 18 horas antes do Zy i.a. Nao foi observada a
redu¢do do influxo celular, como mostrado nos plasmideos de Aba-B e Aba-F (figura 7D),
descartando uma possivel participagcdo de moléculas como lipopolissacarideos (LPS) no efeito

encontrado.
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A hipernocicep¢do dos camundongos com AZy submetidos a transfeccdo foi
avaliada, e o resultado mostrou uma semelhanca no limiar mecanico entre os grupos pré-
tratados com plasmideo ou salina (dados nao mostrados). Acredita-se que o baixo limiar
mecanico, encontrado em todos os grupos, decorre do edema localizado, promovido pela
administragdo i.m., o que pode ter impedido a mensura¢do de uma possivel redugdo da

hipernocicepgao.
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Figura 7. Efeito da administra¢io do plasmideo de Aba-B e Aba-F no influxo celular na
AZy, em camundongos. Camundongos Swiss receberam plasmideo (100 pg / 60 uL), DNA
extraido de E.coli ndo transfomada (E.coli) ou salina (-), i.m. 3, 6, 12, 18, 24, 48 ou 72 horas
antes do zy 1.a. (0,1 mg/ 25 pL). Camundongos naive receberam salina i.a. O influxo celular
foi avaliado 6h (A, B e D), caracterizando a fase aguda ou 7 dias (C) para a fase cronica. apds
a injecdo de Zy. Camundongos receberam plasmideos 18h e/ou 4 dias antes do Zy i.a.
Resultados foram expressos como média + EPM do niimero total de células/mm’, (n=6
animais por grupo). *P < 0.05 comparado com grupo controle (-) ¢ “P < 0.05 comparado com
grupo E. coli.
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5.6.  Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na sinovite cronica induzida por AZy em

camundongos

A figura 7 ilustra a aparéncia histopatoldgica da sindvia de camundongos
submetidos a AZy cronica. O grupo submetido a AZy cronica, que recebeu o veiculo como
pré-tratamento (figura 8B) exprime um intenso infiltrado inflamatdrio (seta preta) e a
proliferacdo da camada sinovial, formag¢do de novos vasos com células gigantes (inset),
quando comparado com o Grupo-naive (figura 8A). Nos camundongos que receberam o
plasmideo recombinante de Aba-F (figura 8D), foi observada melhora significativa dos
parametros inflamatorios da sinovite cronica, quando comparado com o grupo tratado com o

veiculo. Enquanto em plasmideo de Aba-B ndo alterou a inflamag¢do promovida pela AZy

cronica (figura 8C).

Figura 8. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na sinovite cronica induzida por AZy
em camundongos. Camundongos Swiss receberam plasmideo (100 pg / 60 puL) de Aba-B (C)
ou Aba-F (F), ou salina (A), via i.m. 18 horas antes do desafio com Zy (0,1 mg / 25 puL) i.a.
Camundongos naive receberam salina i.a. (A). Os animais foram sacrificados com 7 dias (n=6
animais por grupo). Coloragdo por H & E coloragdo. (Ampliagdo original 200x e inset 1000x).
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A andlise semiquantitativa, baseada em escores, da histopatologia, mostrou que a
transfeccdo com plasmideo de Aba-F reverteu a sinovite em camundongos submetidos a AZy,
com 7 dias ap6s o estimulo inflamatério (fase cronica), reduzindo significativamente os
parametros inflamatérios como infiltrado celular, estdgio da doenca, proliferagdo da camada
sinovial e escores totais, quando comparado com o grupo tratado com o veiculo. O plasmideo
de Aba-F, no entanto, ndo reduziu a fibrose e o grupo que recebeu plasmideo de Aba-B nao

indicou reducao dos escores em qualquer parametro avaliado, como demonstrado na tabela 4.

Tabela 4. Avaliacao histopatologica, em escores, do efeito do plasmideo de Aba-B e

Aba-F, no dano articular, em camundongos com AZy cronica.

Infiltrado Estagio da Proliferacao da Fibrose Escores
doenca camada sinovial totais
Naive 0 0 0 0 0
(0-1,0) (0-1,0) (0-1,0) (0-1,0)
- 1,5 2,0 2,5 1,0 7
(1,0-3,0) (1,0 - 3,0) (2,0-3,0) (1,0-2,0)
Aba-B 2,0 2,0 2,0 2,0 8
(1,0-3,0) (1,0-3,0) (0-3,0) (0-3,0)
Aba-F 1,0* 1,0* 1,0* 1,0 4*
(0-2,0) (0-3,0) (0-3,0) (0-2,0)

Resultados foram expressos como mediana (méximo — minimo) dos escores histopatologicos
(n=6 animais por grupo); *P < 0.05 comparado com grupo pré-tratado com salina (-).
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5.7. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na liberacdo de mediadores inflamatdrios em

camundongos na AZy aguda

Para avaliar o comportamento da transfeccdo sobre os mediadores inflamatorios
na AZy aguda, foram mensurados os niveis de CXCL-1, IFN-y, IL-1p e IL-6 no liquido
sinovial, por ELISA. Os niveis de todos os mediadores sdo elevados apos o desafio com Zy
1.a. quando comparado com o Grupo-naive. A transfec¢ao com os plasmideos recombinantes
de Aba-B e Aba-F reduziu significativamente os niveis de CXCL-1 (figura 9A), IFN-y (figura
9B) e IL-1P (figura 9C) na cavidade articular, em camundongos submetidos a AZy aguda,
quando comparados com o grupo pré-tratado com o veiculo. Apenas o plasmideo de Aba-B,

no entanto, reduziu os niveis de IL-6 (figura 9D).
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Figura 9. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na liberacio de mediadores
inflamatérios em AZy aguda em camundongos. Camundongos Swiss receberam solucao
contendo plasmideo (100 ug / 60 pL), ou salina (-), via i.m., 18h antes da injecao de Zy
(0,1 mg / 25 plL) i.a. Grupo Naive recebeu solucdo salina i.a. Niveis de CXCL-1 (A),
IFN- v (B), IL-1B (C), IL-10 (D) and IL-6 (E)foram mensurados por ELISA. Resultados
foram expressos como média + EPM dos niveis de citocinas em pg/mL, (n=6 animais por
grupo); *P < 0.05 comparado com grupo tratato com o veiculo (-).
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5.8. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F no influxo celular na AIA, em camundongos

Foi realizada a avaliacao dos efeitos dos plasmideos recombinantes de Aba-B e
Aba-F em outro modelo de artrite experimental, a artrite induzida por antigeno, o qual
desenvolve artrite grave, com intenso infiltrado celular, apés uma imunizagdo prévia, quando

comparado com o Grupo-controle, falso imunizado (FI).

Foi realizada uma cinética, baseando-se no tempo de administracdo dos
plasmideos que antecede o desafio com mBSA i.a. A transfec¢do com plasmideo de Aba-B
reduziu significativamente o influxo celular, administrado seis horas antes do desafio com
mBSA 1i.a. na fase aguda do modelo, quando comparado com o grupo tratado com o veiculo.
Manteve, no entanto, o intenso infiltrado celular quando administrado 12 e 18 horas antes do
desafio i.a. (figura 10A). O plasmideo de Aba-F apresentou efeito anti-inflamatorio,
reduzindo o influxo celular quando administrado seis e 12 horas antes do desafio, quando
comparados com o grupo tratado com o veiculo, enquando a administracdo prévia com 18

horas nao demonstrou o efeito anti-inflamatério (figura 10B).

Diante da cinética realizada, foi selecionado o periodo de seis horas, como tempo-
padrao que antecede para o desafio com o antigeno (mBSA) i.a. para as subsequentes

avaliagdes, neste modelo.

Semelhante a fase aguda, a administragdo dos plasmideos recombinantes
demosntrou uma reduc¢ao significativa do infiltrado inflamatério, na fase cronica do modelo,
quando feita seis horas antes do mBSA 1i.a. (figura 10C). Esse resultado mostrou que o efeito
anti-inflamatoério dos plasmideos de Aba-B e Aba-F se manteve por um periodo prolongado,

no modelo de AIA.

A hipernocicep¢ao dos camundongos com AIA foi avaliada, e o resultado mostrou
uma semelhanca no limiar mecanico entre os grupos pré-tratados com plasmideo ou salina
(dados nao mostrados). Acredita-se que o baixo limiar mecanico, encontrado em todos os
grupos, decorre do edema localizado, promovido pela administragdo i.m., o que pode ter

interferido na mensura¢ao de uma possivel reducao da hipernocicepgao.
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Figura 10. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F no influxo celular na AIA em
camundongos. Camundongos Balb/C receberam solu¢do contendo plasmideo
(100 pg/ 60 uL) de Aba-B (A), Aba-F (B) ou solugdo salina (-), via i.m. 6, 12 ou 18h antes da
inje¢do de mBSA (90 ng) i.a. Grupo falso imunizado (FI) foi imunizado com adjuvante
incompleto de Freund. Influxo celular foi avaliado 7h (A e B) ou 14 dias (C) apds o desafio
1.a. Camundongos receberam plasmideo 6h antes de mBSA i.a. (C). Resultados foram
expressos como média + EPM do numero total de células/mm’, (n=6 animais por grupo); *P <
0,05 comparado com grupo tratado com veiculo (-).
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5.9. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na histopatologia sinovial de camundongos

com AIA aguda

A figura 11 representa a histopatologia da sindvia de camundongos submetidos a
AlIA, fase aguda. O grupo submetido a AIA aguda, que recebeu o veiculo como pré-
tratamento exibe intenso infiltrado celular (inset) e proliferacdo da camada sinovial (figura
11B), quando comparado ao grupo falso-imunizado (figura 11A). Camundongos que
receberam plasmideo de Aba-B (figura 11C) e Aba-F (figura 11D) mostraram uma redugao
significativa do processo inflamatério presente na sinovite aguda em AIA, reduzindo
infiltrado celular e proliferacdo da camada sinovial, quando comparado ao grupo pré-tratado

com o veiculo.
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Figura 11. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na histopatologia sinovial de
camundongos com AIA aguda. Camundongos Balb/C receberam solugcdo contendo
plasmideo (100 pg/ 60 uL) de Aba-B (C) ou Aba-F (D), ou salina (B), via i.m., 6 horas antes
da inje¢ao de mBSA (90ug) i.a. Grupo falso imunizado (A) foi imunizado com adjuvante
incompleto de Freund. Os animais foram sacrificados 7 horas apds o desafio i.a (n = 6 por
grupo). O inset no painel A representa uma visdo mais proxima do infiltrado inflamatério.
Coloragao por H & E. (Ampliagdo original 100x, Ampliacao original do inset 400x).



68

5.10. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F no dano articular de camundongos com

AIA cronica.

A figura 12 mostra a avaliacdo histopatologica das articulagdes removidas 14 dias
apods o desafio i.a. com mBSA, coradas com H & E. O grupo de camundongos que recebeu o
veiculo como pré-tratamento expressa intenso dano articular, caracterizado pela
descontinuidade e perda da cartilagem articular, tanto na tibia como no fémur (figura 12A).
Camundongos que receberam plasmideo de Aba-B (figura 12B) exibiram uma integridade das
cartilagens articulares femorais e tibiais, quando comparado com o grupo tratado com o
veiculo. O pré-tratamento com plasmideo de Aba-F, no entanto, ndo conferiu protecdo ao
dano articular nos camundongos (figura 12C). Cortes seriados da mesma amostra, avaliados

por H & E, foram corados por Safranina O, com o objetivo de complementar a avaliagao.

A analise semiquantitativa, baseada em escores, da histopatologia da articulagao,
mostrou que a transfeccao com plasmideo de Aba-B reverteu o dano articular promovido pela
AIA cronica em camundongos, reduzindo significativamente os escores, quando comparado
com o grupo tratado com o veiculo. O plasmideo de Aba-F ndo promoveu, no entanto, efeito
protetor das estruturas articulares de camundongos com AIA crénica, como demonstrada na

tabela 5.



Figura 12. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F no dano articular de camundongos
com AIA crénica. Camundongos Balb/C receberam solugdo contendo plasmideo (100 pg/
60 uL) de Aba-B (B) ou Aba-F (C), ou salina (A), via i.m., 6 horas antes da injecdo de mBSA
(90pg) i.a. Os animais foram sacrificados 14 dias apds o desafio i.a (n=6 animais por grupo).
O inset no painel A representa uma visdo mais proxima do infiltrado inflamatério. Coloragao
por H & E (Ampliagao original 100x).

Tabela 5. Avaliacdo histopatolégica, em escores, do efeito do plasmideo de Aba-B e

Aba-F, no dano articular, em camundongos submetidos a AIA, fase cronica.

- Aba-B Aba-F
Tibia 4,0 0,0%* 3,0
(3,0-5,0) (0,0 -4,0) (0,0-5,0)
Fémur 3,0 0,0* 3,0
(2,0-4,0) (0,0-3,0) (1,0—-4,0)

Resultados foram expressos como mediana (méximo — minimo) dos escores histopatologicos
(n=6 animais por grupo); *P < 0.05 comparado com grupo pré-tratado com o veiculo (-).
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5.11. Efeito dos plasmideos de Aba-B e Aba-F no numero de mastocitos na sinovia de

camundongos com AIA aguda.

A figura 13 representa o efeito dos plasmideos de Aba-B e Aba-F no numero de
martdcitos na membrana sinovial de camundongos com AIA aguda, por meio da coloracao
com azul de toluidina. Mastocitos (inset) sao identificados com a colora¢dao azul escuro, em
razao de histamina e foram encontrados, em maior nimero, na sinévia de camundongos com
AIA, pré-tratado com o veiculo (figura 13B). Em camundongos que receberam plasmideos de
Aba-B (figura 13B) ou Aba-F (figura 13C) foram encontrados poucos ou nenhum mastocito
na membrana sinovial. A andlise quantitativa mostrou reducdo significativa do ntimero de
mastdcitos na sindvia nos camundongos, que receberam os plasmideos de Aba-B ou Aba-F,

quando comparados com o grupo pré-tratado com salina (figura 13D).
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Figura 13. Efeito dos plasmideos de Aba-B e Aba-F no numero de mastocitos na sindvia
de camundongos com AIA aguda. Camundongos Balb/C receberam solucdo contendo
plasmideo (100 pg/ 60 uL) de Aba-B (B) ou Aba-F (C), ou salina (A), via i.m., 6 horas antes
da injecdo de mBSA (90ug) i.a. Os animais foram sacrificados 7 horas apds o desafio.
Coloracao por azul de toluidina. (Ampliagao original de 200x; ampliacao original do inset
1000x). Os resultados foram expressos como média = EPM do niimero mastocitos/sindvia
(D). *P < 0,05 quando comparado com grupo controle (-).
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5.12. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na liberacio de mediadores inflamatorios

em camundongos com AIA aguda

Para avaliar o comportamento da transfeccdo sobre os mediadores inflamatorios
na AIA aguda, foram mensurados os niveis de CXCL-1, IL-1, IL-6, IL-10 e IL-5 no liquido
sinovial, por ELISA. A transfeccdo com os plasmideos recombinantes de Aba-B e Aba-F
reduziram significativamente os niveis de CXCL-1 (figura 14A) e de IL-6p (figura 14C) na
cavidade articular de camundongos com AIA aguda, quando comparados com o grupo pré-
tratado com o veiculo. Ambos, porém, ndo alteraram os niveis de IL-1B (figura 14B) nos
camundongos com AIA. No grupo que recebeu pré-tratamento com o veiculo também ndo
alterou o nivel de IL-1B, como esperado em processos inflamatdrios, quando comparado com

o grupo falso-imunizado.

Para avaliar o envolvimento de citocinas Th2 na resposta anti-inflamatéria, foram
mensurados os niveis de IL-10 e de IL-5 na cavidade articular. Os niveis de IL-10 nos
camundongos que receberam os plasmideos de Aba-B e Aba-F ndo apontaram diferenca
quando comparados com o grupo tratado com veiculo, os quais ndo apresentaram aumento

dos niveis de IL-10, quando em comparagao com o grupo falso-imunizado (figura 14D).

Curiosamente, o nivel de IL-5 nos camundongos com AIA aguda, pré-tratados
com o veiculo indicou um aumento significativo, quando comparado com o grupo falso-
imunizado. Enquanto isso, grupos que receberam plasmideos de Aba-B e Aba-F mostraram

uma reducao de IL-5 quando comparado com o grupo tratado com o veiculo (figura 14E).
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Figura 14. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na liberacio de mediadores
inflamatorios em camundongos com AIA aguda. Camundongos Balb/C receberam solugao
contendo plasmideo (100 pg / 60 pL), ou salina (-), via i.m., 6h antes de mBSA (90ug) i.a.
Grupo falso imunizado (FI) foi imunizado com adjuvante incompleto de Freund. Niveis de
CXCL-1 (A), IL-1B (B), IL-6 (C), IL-10 (D) and IL-5 (E) foram mensurados por ELISA.
Resultados foram expressos como média + EPM dos niveis de citocinas em pg/mL (n=6
animais por grupo); *P < 0.05 comparado com grupo tratado com veiculo (-), 'P < 0.05
comparado com grupo falso imunizado (FI).
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5.13. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na imunoexpressio de iNOS na sinovia de

camundongos com AIA aguda

Camundongos com AIA aguda, que receberam pre-tratamento com o veiculo,
mostraram aumento significativo da expressdo de iNOS na membrana sinovial (figura 15B),
quando comparados com o grupo falso-imunizado (figura 15A), o qual apresenta pouco ou
nenhum parametro inflamatorio. A transfec¢do com os plasmideos de Aba-B (figura 15C) e
Aba-F (figura 15D) apontou uma reducdo significativa da expressdo de iNOS em células

sinoviais, com comparac¢ao ao grupo pré-tratado com veiculo.

A andlise quantitativa das imagens mostrou que a administragdo dos plasmideos
recombinantes de Aba-B e Aba-F reduziu significativamente o nimero de células expressando
iNOS na membrana sinovial de camundongos com AIA aguda (Figura 15E), quando

comparados com o grupo tratado com o veiculo.
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Figura 15. Efeito da administracio do plasmideo de Aba-B e Aba-F na expressio de
iNOS na sindvia de camundongos com AIA aguda. Camundongos receberam solugdo
contendo plasmideo (100 pg/ 60 pL) de Aba-B (C) ou Aba-F (D), ou salina (B), via i.m. 6
horas antes da injecao de mBSA (90ug) i.a. Grupo controle (-) foi pré-tratado com o veiculo
i.m. e grupo falso imunizado (FI) foi imunizado com adjuvante incompleto de Freund (A).
Todos os animais foram sacrificados apds 7 horas (n=6 animais por grupo). Ampliagdo
original 400x. Os resultados foram expressos como média £ EPM do nimero de células
iNOS™ (E). *P < 0,05 quando comparado com grupo tratado com veiculo (-) 'P < 0,05
comparado com grupo FI.
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5.14. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na ativacio de macrofagos na sinovia de

camundongos com AIA

Para aavaliar a populagdo de macrofagos ativados na membrana sinovial de
camundongos com AIA aguda, foi realizada imuno-histoquimica com os anticorpos anti-
CD11b, anti-F4/80 e anti-CD206, os quais indicam a imunoexpressao pela coloragao

castanha.

O resultado mostrou que camundongos que receberam os plasmideos de Aba-B
(figura 16D) ou Aba-F (figura 16G) apresentaram leve redugdao do nimero de macrdéfagos
CDI11b", quando comparados com o grupo tratado com o veiculo (figura 16A). A anélise
quantitativa das imagens mostrou que a administracdo dos plasmideos reduziu o numero de
células expressando CD11b" na membrana sinovial de camundongos com AIA aguda, quando
comparados com o grupo tratado com o veiculo, no entanto, sem significancia estatistica
(figura 16]). A expressdo de macrofagos anti-F4/80" foi elevada nos camundongos que
receberam os plasmideos de Aba-B (figura 16E) e Aba-F (figura 16H), bem como no grupo
tratado com o veiculo (figura 16B), ndo sendo encontrada diferenca estatistica entre os

grupos, durante a analise quantitativa das imagens (figura 16K).

A avaliagdo da expressio de macrofagos alternativamente ativados,
fenotipicamente caracterizados como anti-inflamatorios, na sindvia de camundongos com
AIA aguda, foi realizada por meio da imunomarcagdo de CD206. Grupos que receberam
plasmideos de Aba-B (figura 16F) e Aba-F (figura 16I) expressaram um aumento de
macroéfagos CD206° na membrana sinovial, com 7 horas apés o desafio i.a., quando
comparados com o grupo pré-tratado com o veiculo, o qual exibiu pouca ou nenhuma

expressdo de células positivas para CD206" (figura 16C).

A andlise quantitativa das imagens mostrou que a administracdo dos plasmideos
de Aba-B e Aba-F aumentou o numero de células positivas para o anticorpo CD206 na
sinovia de camundongos com AIA aguda, no entanto, apenas o grupo que recebeu Aba-F
mostrou um aumento estatisticamente significante, quando comparado com o grupo pré-

tratado com o veiculo (figura 16L).
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Figura 16. Efeito do plasmideo de Aba-B e Aba-F na ativacio de macrofagos na sindvia
de camundongos com AIA aguda. Camundongos Balb/C receberam plasmideo (100 pg / 60
uL) de Aba-B (D, E, F), Aba-F (G, H, I) ou salina (A, B, C), via i.m. 6 horas antes da injecao
de mBSA (90ug) i.a. Todos os animais foram sacrificados ap6s 7 horas. Ampliagdo original
400x. Os resultados foram expressos como média + EPM do ntimero de células CD11b" (J),
F4/80" (K) e CD206" (L) (n=6 animais por grupo) *P < 0,05 quando comparado com grupo
tratado com salina CD206" (-).
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5.15. Expressao génica de Aba-B e Aba-F em camundongos com AZy aguda

Baseando-se nos resultados anteriores, pode-se afirmar que a admistracdo dos
plasmideos recombinantes promove um efeito anti-inflamatorio, protegendo os camundongos
contra AZy. Com o objetivo de confirmar a expressdo dos gene de Aba-B e Aba-F, foi
realizado uma PCR em tempo real no material genético extraido do musculo, onde os

plasmideos foram injetados, desses camundongos.

O resultado mostrou que ambos os genes foram expressos em células musculares
nos camundongos submetidos a AZy e pré-tratados com Aba-B ou Aba-F. A amplificacao foi
iniciada por volta do 34° ciclo, em ambos os genes. Mesmo que a amplificagdo tenha sido
pequena e esta realizada apenas nos ultimos ciclos da reagdo, o resultado foi de grande
importancia, uma vez que tais genes sdo expressos somente em espécies de Ascaris. Ainda, o
resultado mostrou que pequena quantidade de peptideo demonstra um potencial anti-

inflamatorio suficiente para proteger camundongos contra modelo de artrite experimental.



79

6. DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra pela primeira vez o efeito, in vivo, de produtos de
A. suum em modelo de artrite experimental. Assim, investigaram-se os efeitos componentes
poteicos oriundos do extrato Ascaris suum, um parasita intestinal de suinos, que se assemelha
morfologica e estruturalmente, ao Ascaris lumbricoides em humanos, obtendo efeitos anti-
hipernociceptivo e anti-inflamatorios em animais submetidos a artrite por zymosan e induzida
por antigeno, nas fases aguda e cronica, caracterizados pela reducdo da hipernocicepcao,
migracdo celular e reducdo da sinovite cronica, aliados a inibi¢ao da lesdo estrutural articular.
Esses efeitos estdo associados a alteracdes na liberagdo de mediadores inflamatorios e na

diferenciagdo de macrofagos, no ambiente articular.

Anteriormente, nosso grupo de pesquisa, revelou que a administragdo prévia do
extrato de A. suum , um efeito anti-inflamatério, em camundongos submetidos ao modelo de
AZy, demonstrando uma protecao contra artrite induzida por zymosan e induzida por
colageno. O extrato total de A. suum reduziu o influxo celular, a hipernocicepg¢ao, a perda de
glicosaminoglicanos, além de melhorar a sinovite cronica. Ainda o extrato alterou também o
perfil de mediadores inflamatorios, reduzindo os niveis de 6xido nitrico (NO) e IL-1B

(ROCHA et al, 2008).

De acordo com a relevancia patologica deste ensaio, a identificacdo do peptideo
de A. suum e sua administracdo em animais submetidos a distintos modelos de artrite
experimental demonstram, claramente, uma importante propriedade anti-inflamatéria e
imunomoduladora, como descrito em outros estudos, que monstram um papel protetor
conferido por parasitas em doengas autoimunes (SMITH et al, 2007; FLEMING et al, 2011;
RODGERS et al, 2015).

Colaborando com nosso estudo, foi demonstrado que a administracdo de 2500
ovos de Trichuris suis, em pacientes com doenca de Crohn, com intervalo de trés semanas,
demonstrou uma reducao do indice de atividade da doenga, em mais de 70% dos pacientes,
reduzindo o nimero de ulceragdes. Além disso, ovos de 7. suis reduziram a liberacao de
citocinas associadas a respostas Thl e um aumento temporario de citocinas Th2, em pacientes
com esclerose multipla, contando com a seguranca da administracdo controlada de ovos de T.
suis, por meio da boa tolerancia dessa terapia, ndo resultando em efeitos colateriais, mesmo

em longo prazo (BENZEL, 2012; O’SHEA 2013; VERSINI, 2015).
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Durante uma helmintiase, o objetivo dos helmintos ¢ se desenvolver e sobreviver
no hospedeiro, habitando muitas vezes de modo comensal, induzindo assim, um ambiente
toleravel. Essa modalidade de sobrevivéncia ¢ alcangcada por meio de varios mecanismos,
promovendo respostas Th2, secretando citocinas e IL-5 e IL-10 e aumentando a quantidade de
células T reg. Assim, parasitas sdo considerados reguladores importantes do sistema
imunologico. Considera-se que a evolugdo esta relacionada com a secre¢ao de moléculas
imunomoduladoras, referidas como produtos derivados de parasitas, os quais tem a
capacidade de modular diretamente as fun¢des imunes do hospedeiro. Em resumo, pode-se
sugerir que ocorreram evolugdes e adaptagdo mutua entre parasitas € o sistema imunologico

humano (BALIC, 2004; SMITS, 2010; APAER, 2016).

Doengas autoimunes, como AR expressam um envolvimento de respostas Thl,
tanto no estabelecimento como na perpetuacdo da doenca (MCINNES & SCHETT, 2007;
SNIR et al.,, 2011). Como respostas Thl e Th2 sdo contrarregulatorios, a presenca de
antigenos derivados de helmintos no organismo poderia reduzir as respostas Thl. Isto reforca
a relag@o negativa entre as infec¢des por helmintos e a prevaléncia de respostas autoimunes,
apesar de que infecgdes por helmintos possam induzir fortemente respostas Th2, incluindo
altos niveis de IgE e aumento de células como eosinofilos e mastocitos (KITAGAKI et al,

2006).

Propriedades imunomoduladoras promovidas por Ascaris spp. apresentam
interesse cientifico por décadas. Dados da literatura demonstram uma atividade
imunossupressora por meio da alteragdo do perfil de citocinas (FERREIRA et al., 1999;
SOUZA et al., 2002), além da reducdo de reagdes de hipersensibilidade, linfoproliferagdo e
inflamacdo eosinofilica em camundongos tratados com extrato de A. suum, sugerindo uma
protecao imunologica ao hospedeiro (SOARES et al, 1987; FERREIRA et al, 1995; LIMA et
al, 2002).

Além disso, a infecgdo experimental de Ascaris ou a administracdo do extrato do
verme adulto de 4. suum promoveu a supressdo da producdo de anticorpos (LUDWIG-
PORTUGALL & LAYLAND, 2012). A infeccao por helmintos pode conferir poderosa
supressdo da resposta imune do hospedeiro por meio da indugdo de processos regulatorios,
que afetam células T reguladoras, células B, macrofagos e células dendriticas (ANTUNES et

al, 2015).
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Com o intuito de localizar e caracterizar o componente ativo de 4. suum, o extrato
bruto, produzido neste estudo, foi submetido a técnicas de fracionamento protéico, baseando-
se no tamanho das moléculas, ¢ demonstra-se uma atividade imunomoduladora de proteinas
com peso molecular abaixo de 30 kDa, promovendo uma redugdo significativa de influxo
celular, seja de células polimorfonucleares quanto mononucleares, além de reduzir a
hipernocicepcdo aguda e cronica, em camundongos submetidos a AZy. O que nos permite
afirmar que componentes proteicos de baixo peso molecular, presente em 4. suum, possuem

atividades anti-inflamatorias e anti-nociceptivas.

Neste contexto, estudos relatam que extrato de A. suum inibe as respostas imunes
em camundongos imunizados contra ovalbumina (OVA), como a redugdo de reagdes de
hipersensibilidade do tipo tardia da resposta linfoproliferativa. Esse efeito, no entanto, foi
conferido por proteinas de alto peso molecular. Demonstraram também o efeito inibitorio na
expressao de moléculas MHC de classe II e moléculas co-estimulatorias (CD40, CD80 e
CD86) em células apresentadoras de antigenos (APCs), como células dendriticas, modulando
assim sua capacidade de ativar células T especificas para ovoalbimuna, além do envolvimento

de citocinas como IL-10. (SILVA et al., 2006; FAVORETTO et al, 2014).

A identificagdo e a caracterizagdo da proteina responsavel pela modulagdo
inflamatoria tornam-se necessarias ante um potencial candidato a tratamentos de doengas
inflamatorias ndo infecciosas. Para a caracterizagdo proteica do extrato de baixo peso
molecular, o qual indicou redu¢ao dos parametros inflamatérios em animais com AZy, foi
realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS, em condi¢des desnaturantes; as
bandas de interesse foram recortadas e submetidas a uma hidrélise enzimatica. Apos a
dessalinizacdo dos peptideos tripsinicos, foi realizada uma espectrometria de massa, quando

foi possivel identificar a proteina ABA-1 na fracao 1 do extrato de 4. suum.

Na literatura, ¢ exaustivamente relatada a possibilidade da imunomodulagdo por
helmintos em condi¢des inflamatérias. A maioria dos antigenos de helmintos, entretanto,
contém grande mistura de proteinas, glicoproteinas e glicolipidos ou até mesmo proteinas
completas. Moléculas complexas podem exacerbar a resposta imunologica ou alérgica, por
meio da tivagdo de B e T, mastocitos e basofilos. Em contraste, um peptideo curto, geralmente
evita essas reagdes, e pode antagonizar a inflamacdo (LARCHE et al, 2005; WANG e al,
2017).
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Inicialmente, alérgenos de Ascaris eram estudados com o interesse na produgao de
vacina e como ativadores das respostas IgE, em modelo de alergia a asma (MCGIBBON,
1990). Os dois antigenos mais citados na época foram a proteina A, uma moléculas de 14kDa
(AMBLER et al, 1972) e ASC-1, uma molécula de 17-19kDa (HUSSAIN et al, 1973), no

entanto, as preparagdes antigénicas ndo apresentavam uma purificacdo homogénea suficiente.

McGibbon et al, em 1990, relatam o isolamento de um componente proteico de
25kDa em sua forma nativa, no fluido corporal de A4. suum, usando uma técnica de
cromatografia liquida de alta performance (HPLC), denomidado de ABA-1, uma proteina do
fluido pseudocelomico de vermes adultos (~40-50% do total de proteina), podendo ser
encontrada também nas secre¢des em todas as fases parasitarias. E uma proteina ligante de
lipideos, tais como 4cidos graxos e retinol e provavelmente funciona como proteina
transportadora no fluido celémico e tecido conjuntivo de nematoides, exercendo fungdo

equivalente a albumina sérica em humanos (KENNEDY, 2000).

A proteina ABA-1 foi a pioneira a ser descrita da espécie, fazendo parte de um
grupo de proteinas, denominadas de NPA (polyprotein allergens/antigens of nematodes)
alergénicas de vermes suinos (4. suum) e humanos (4. lumbricoides). NPAs sdo pequenas
proteinas que demonstram um interesse intrinseco em razao da sua estrutura e de propriedades
de ligacdo, além da sua relevancia no parasitismo de nematoides (KENNEDY at al, 1997;

KENNEDY , 2000).

As NPAs tém um padrdo proteico e uma afinidade a lipidios relativamente ampla,
com capacidade de englobar ou sequestrar pequenos lipideos importantes na regulacao local e
sistémica, nas respostas inflamatorias e no reparo tecidual. Essa afinidade permite o transporte
desses compostos insoluveis para distintos tecidos do verme e, como os nematoides nao
produzem essas moléculas lipidicas, ¢ possivel que as NPAs sejam usadas para obté-las do
hospedeiro. Entre esses lipideos, pode-se mensionar o e retinol e 4cido araquidonico e seus
metabolitos, como leucotrienos, prostaglaninas e tromboxanos (KENNEDY, 2000;
ANTUNES, et al, 2015), sugerindo que a interagdo com essas moléculas de sinalizagao
natural pode ser um mecanismo pelo qual os parasitas atravessam a barreira imunoldgica do

hospedeiro (MEENAN et al, 2011).

A atividade biologica descrita dessas proteinas colabora com os efeitos anti-
inflamatérios encontrados neste estudo, uma vez que tais compostos demonstram uma

influéncia sistémica da resposta imunolédgica do hospedeiro, de modo que a secrecao de NPAs
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pelos parasitas pode apresentar ampla implicagdo como, por exemplo, o sequestro de
compostos biologicamente ativos como eicosanoides. Além disso, o fato de nao apresentarem
estruturas homologas em mamiferos, representa um grande potencial para o desenvolvimento

de novas drogas (KENNEDY, 2000).

A estrutura geral da ABA-1 ¢ uma molécula achatada, compacta, composta por
sete a-hélices (MEENAN, et al, 2011), que, submetida a uma digestdo com tripsina, para
continuidade de identificacdo de seus peptideos, foi realizada uma espectrometria de massa, o
que resultou em sete sequéncias de aminoacidos, e dois desses peptideos (Aba-B e Aba-F)
foram selecionados para avaliacdo da atividade biologica por meio de transferéncia genética,

onde foram inseridos em um plasmideo de alto rendimento.

A terapia génica pode ser definida pela introducdo de genes ausentes ou
defeituosos em células, e se encaixa em amplo espectro terapéutico como produgdao de
vacinas, liberagao de proteinas terapéuticas, tais como hormonios, citocinas, anticorpos ou
antigenos, sendo esperanc¢a de tratamento para um grande numero de doencas (GARLIK &
FENJVES, 1996; TAN, 2016), o que vem atraindo cada vez mais atengdo, no intuito de
explorar novos meios de aliviar doengas graves, seja pela produgdo de uma proteina afetada
pela anormalidade genética ou até mesmo uma proteina com efeito terapéutico (GOTHELF &
GEHL, 2010). Vetores virais ainda sdo bastante utilizados em ensaios clinicos, em técnicas de
transferéncia de genes, por mais que demonstrem desvantagens como risco de mutagénese,
uma vez que terapias ndo virais ainda nao mostraram a mesma eficacia (PRUD'HOMME et

al, 2006; PATHAK et al, 2009).

O estudo mostra a indu¢do da producgdo de peptideos de 4. suum selecionados
(Aba-B e Aba-F) por animais submetidos a distintos modelos experimentais de AR, por meio
de técnicas de transfeccdo com plasmideos recombinantes. Foi observado que animais que
receberam os plasmideos de Aba-B e Aba-F apontaram uma reducdo significativa dos
parametros inflamatérios em modelo de AZy e AIA. O fato de se observar reducdo
significativa da migragdo celular para o espago i.a. ¢ de enorme relevancia, pois se demonstra
que o contato prévio com peptideos especificos pode reduzir o potencial inflamatdrio

observado no desenvolvimento da AR.

Foi observado, ainda, que os peptideos exibem o efeito anti-infalamatorio
dependente do tempo de administra¢ao, variando de acordo com o modelo experimental.

Assim, no modelo de AZy e AIA, as células musculares de camundongos conseguem
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expressar os peptideos apds 18 horas e seis horas, respectivamente, e que o efeito protetor se

mantém até a fase cronica, em ambos os modelos experimentais.

Oshiro et al (2005) demonstraram a atividade supressora da resposta imunologica
com suporte uma proteina de 200 kDa (PAS-1), isolada do extrato bruto de A. suum,
promovendo a reducdo da migragdo leucocitaria, e os niveis de citocinas como IL-1, IL-6 ¢
TNF, em modelo de inflamacdo por bolsa de ar subcutanea induzida por LPS. O efeito
supressor da PAS-1 foi demonstrado no modelo experimental de asma, em camundongos, e
esse mecanismo é dependente de citocinas como, IL-10 e IFN-y (ARAUJO et al, 2008). Ainda
exibem supressao da resposta imune celular e humoral na inflamagdo alérgica pulmonar

(ANTUNES et al, 2015).

Foi demonstrado que a sequéncia N-terminal da proteina PAS-1 é semelhante a
sequéncia da proteina ABA-1 e de outras NPAs; sugerindo que a PAS-1 pode ser uma
poliproeina repetitiva de 4. suum, no entanto, as fungdes biologicas e o tamanho da molécula
diferem. Com efeito, a carcaterizacdo detalhada dessas proteinas pode ser util como

intervegao terapéutica para doengas inflamatorias (ANTUNES et al, 2015).

O estudo demonstra ainda, o efeito protetor conferido pelos peptideos Aba-B e
Aba-F, por meio da melhora significativa dos parametros inflamatérios da sinovite cronica,
como infiltrado celular, estdgio da doenga e proliferacao sinovial, protegendo também contra
o dano articular, conservando a estrutura da cartilagem articular. Foi demonstrado, ainda, que
essa protecao ¢ dependente de citocinas, reduzindo os niveis intra-articulares de CXCL-1,

IFN-y, IL-1-B e IL-6, no modelo de AZy e AIA.

Na regiao i.a. de um paciente com AR, o desequilibrio imunologico desempenha
papel significativo, e, em particular, os niveis elevados de citocinas e quimiocinas,
contribuem diretamente para a erosdo da cartilagem por meio da producdo de MMP, estando,
ainda, intimamente relacionados com dor e infiltracdo de células (BOMBINI et al, 2004;

LEITE et al, 2009; MCINNES et al, 2013).

As quimiocinas sdao uma familia de citocinas quimiotaticas que medeiam a
migracao de leucdcitos durante o processo inflamatério. Estdo envolvidas na ativacdo e
proliferagdao de células T, e, em conjunto com a producao de autoanticorpos, participam da
patogénese da AR, contribuindo para o dano articular. Foi demonstrado que o fato de

pacientes com AR exibirem niveis elevados de IL-8, tanto no plasma como no liquido
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sinovial (WARNAWIN, et al, 2016). E com este estudo, demonstramos que o bloqueio de
CXCL-1, citocina equivalente a IL-8 em humanos, por peptideos de 4. suum também podem,

consequentemente, interferir na reducao da migragao leucocitaria.

Colaborando com os resultados deste estudo, uma proteina recombinante derivada
de Schistosoma japonicum (rSj16) suprimiu a experessao de genes pro-inflamatdrios de
citocinas e quimiocinas, incluindo CXCL1, CXCL9, CCL5 e IL-6, IL-18, IFN-y, IL12, IL1-B,
em cé€lulas dendriticas estimuladas com LPS (SHEN et al, 2014).

Em camundongos submetidos ao modelo de CIA, a infeccdo por Schistosoma
mansoni reduziu edema, hiperplasia sinovial, infiltragdo de células inflamatorias e destruicao
do osso e cartilagem, dimunuindo, também, a expressao de IL-1B e I[L-6 (OSADA, 2009). No
mesmo modelo experimental, de CIA, a ES-62, molécula derivada de Acanthocheilonema
viteae, promoveu a prote¢do contra o dano articular, em camundongos, associada a niveis
elevados de IL-22 (PINEDA, et al, 2014). Ainda ratos submetidos a AIA e tratados com
antigenos derivados de Schistosoma mansoni e Trichinella spiralis apontaram uma melhora
dos parametros clinicos e histopatologicos da doenga, reduzindo o infiltrado celular e o

edema, diminuindo, também, a producao de IL-17 e aumentando IL-10 (EISSA et al, 2016).

Recentemente, foi publicado um estudo em que camundongos submetidos ao
modelo de artrite induzida por soro, quando infectados por Nippostrongylus brasiliensis
exibiram uma redugdo nos escores histopatologicos, protegendo a articulagdo contra perda
ossea, com reducdo da expressdao dos marcadores de osteoclastos e dos niveis de citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a e IL-1pB, nas articulagdes. O trabalho sugere que o efeito
protetor estd relacionado com a ativacdo de eosinofilos em conjunto com células Th2 na

membrana sinovial, neutralizando a inflamag¢do (CHEN, 2016).

Citocinas da familia IL-1 sdo abundantemente expressas na AR e contribuem para
o desenvolvimento e agravamento da doenca, promovendo a ativacdo de leucdcitos, células
endoteliais, condrdcitos, fibroblastos e osteoclastos. A IL-1 ¢ carcaterizadas como potente
citocina pro-inflamatoria, crucial para a fase aguda da inflamagdo. Além disso, estimula a
produg¢do de MMP, a liberacdo de prostaglandinas e a inibi¢do da sintese de coldgeno, que,
em conjunto, contribuem para o dano articular e a reabsorcdo 6ssea (MCINNES, 2011;

MCINNES, 2016).
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Estudos clinicos com drogas biologicas, inibidoras de IL-1 (Anakinra®), foram
realizados e demonstraram melhorias para os parametros clinicos individuais e redugdo da
progressao radiografica. Os beneficios clinicos observados, no entanto, foram modestos
quando comparados com drogas bloqueadoras de TNF (COHEN, et al, 2002; SMOLEN,
2016). Outras citocinas, como TNF-a, IL-6 e IL-17, sdo particularmente relevantes na AR,
estimulando o ligante do receptor do NF-kB (RANKL), promovendo a ativacdo e
diferenciagdo de osteoclastos com invasdo da cartilagem articular e osso adjacente

(MCINNES & SCHETT, 2011; FIRESTEIN & MCINNES, 2017).

Habitualmente considerada um regulador de fase aguda das respostas
inflamatorias, a citocina IL-6 ¢ produzida em resposta ao crescimento de IL-1f e TNF-a.
(ANTUNES et al, 2015). Assim, ¢ valido sugerir que a inibi¢ao de algumas citocinas como
IL-1, IL-6, no modelo experimental de artrite, seja um dos mecanismos responsaveis pela
protecao conferida pelos peptideos de A. suum. Ressalta-se que, embora TNF-a na
articulacdo, seja de enorme importancia no desenvolvimento da AR, animais submetidos a
AZy agudo ndo demonstram os niveis dessa citocina significativamente elevados,
possivelmente, em virtude da variagdo das espécies (PINTO et al, 2013), ndo permitindo a
avaliacdo do efeito dos peptideos sobre essa citocina. Ainda, a dificuldade de dosagens in
vivo, diretamente na articulacdo, pode também interferir nas avaliagdes dos peptideos nas

referentes citocinas.

Em conjunto com IL-1, a citocina IFN-y ativa macrofagos induzindo a resposta
imunologica mediada por células. Estudos relatam que IFN-y regula negativamente a resposta
celular do tipo Th2 em modelos de doengas alérgicas em murino (KOLTSIDA et al., 2011).
Os resultados deste estudo mostraram uma redu¢do significativa dos niveis de IFN-y no
espago articular, de camundongos submetidos a AZy que receberam os plasmideos
recombinantes. Colaborando com esses resultados, o estudo com proteinas do fluido corporal
de Ascaris (ABF) também demonstrou uma reducdo dos niveis de IFN-y, em camundongos
sensibilizados contra ovoalbumina (PATERSON, et al, 2012). Com efeito, pode-se sugerir
que a atividade anti-inflamatoria de componentes de A.suum esté relacionada com a regulagdo

negativa da resposta mediada por células desenvolvento respostas do tipo Thl.

Essa suposicao ¢ reforgada por alguns estudos, ao relatarem que, em alguns casos
a infeccao por nematoides modula a resposta imune humana, podendo converter uma resposta

que seria normalmente Thl para Th2 dominante (MCINNESs et al, 2013). A alteracao dos
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niveis de IFN-y também foi observada com a glicoproteina derivada de Acanthocheilonema

viteae, em camundongos submetidos a CIA (EASON et al, 2016; LUMB et al, 2017).

Para avaliar o envolvimento de citocinas Th2 na resposta anti-inflamatoria
encontrada, foram mensurados os niveis de IL-10 e IL-5 na cavidade articular.
Surpreendentemente, ambas as citocinas apresentaram-se com niveis elevados, no liquido
sinovial dos camundongos pré-tratados com salina, apos o desafio com mBSA 1.a. Os animais
que receberam os plasmideos recombinantes de Aba-B e Aba-F ndo demonstraram mudanga
nos niveis de IL-10. Os plasmideos, no entanto, reduziram significativamente os niveis de IL-

5 na articulacao de camundongos com AIA aguda.

As citocinas IL-5 e IL-10 desempenham papel importante no sistema imune, por
meio de suas propriedades anti-inflamatorias, sendo produzida por macrofagos e por varios
subconjuntos de células T. O achado dessa pesquisa contradiz com outros estudos que
mostram o aumento de IL-5 e IL-10 por helmintos. (JANSSEN et al, 2016; WANG et al,
2017).

Os peptideos, além de nao alterar os niveis de IL-10, este estudo relata a reducao
significativa dos niveis de IL-5, quando comparado com o grupo que recebeu o veiculo como
tratamento. Para justificar esse achado, pode-se mencionar um trabalho realizado, em que
camundongos eram desfiados com Mycobacterium tuberculosis para o desenvolvimento do
modelo experimental, ¢ mostraram um aumento significativo dos niveis de IL-5; e a
coadministra¢do de M. tuberculosis com Toxocara canis, promeveu a redugdo dos niveis de
IL-5 no pulmao, em comparagdo com o grupo infectado somente com 7. canis (FRANTZ, et
al. 2007; PANDEY, 2010). Assim, pode-se sugerir que o contato com antigenos de M.
tuberculosis, usados no desenvolvimento do modelo de AIA, promoveu o aumento de IL-5 e,
quando em contato também com nematoides como 7. canis € A. suum, os niveis de IL-5 sdo

reduzidos.

Em decorréncia desse fato, ndo podemos afirmar que a o efeito anti-inflamatorio
encontrado com a administragdo dos plasmideos recombinantes seja dependentedo aumento
de citocinas reguladoras como IL-5 e IL-10, no modelo de AIA. No entanto, observamos uma
redug¢do de citocinas pro-inflamatérias como IFN-y, IL-1B e IL-6. Colaborando com o
resultado desta investigagdo, pesquisadores publicaram uma atividade conferida por proteinas

de Ascaris (PAS-1), no influxo celular nas vias aéreas, induzido por ovoalbimina. PAS-1
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apresentou reducdo dos niveis de IL-4, IL-5, IL-13 no lavado broncoalveolar de camundongos

(ARAUIJO, 2008).

Outro mediador importante no desenvolvimento das lesdes encontradas na AR ¢ o
oxido nitrico (NO), participando nos mecanismos de angiogénese e a destrui¢ao do tecido. A
enzima iNOS, além de ser responsavel pelo excesso de NO nas articulagdes sinoviais afetadas
pela AR, ¢ expressa em diversos tipos de células, incluindo macréfagos, neutréfilos, células
endoteliais, condrocitos e fibroblastos sinoviais (DEY et al, 2016). Em modelos experimentais
de AR, como AZy e AIA em murino, ¢ possivel observar o aumento da produgdo de NO na
fase aguda (VEIHELMANN et al, 2002). Os resultados relatados mostraram uma reducdo da
expressao de iNOS na sindvia de camundongos tratados com peptideo recombinante de Aba-

B e Aba-F submetidos a AIA.

Colaborando com estes resultados, nosso grupo de pesquisa, demonstrou
anteriormente, que extrato bruto de A. suum reduziu significativamente os niveis de NO e IL-
1 na articulagdo de animais com AZy (ROCHA et al, 2008). O tratamento de ratos submetidos
ao modelo de CIA, com antigenos derivados de Fasciola gigantica e Gigantocotyle
explanatum, resultou na remissao significativa da doenca, promovendo o declinio da sintese
de NO, além da reducao do edema e dos niveis séricos de TNF-a e IFN-y, aumentando de IL-

4 ¢ IL-10 (KHAN et al, 2015).

Diversos tipos de células, como macrofagos, células B, células T e mastocitos
contribuem para iniciar e progredir na destruicao articulacdo. Os mastdcitos sdo potentes
células efetoras do sistema imune inato e acumulam-se na sindvia durante a progressdo da
AR, compondo até 5 % de todas as células nucleadas dentro do tecido sinovial inflamado. Os
mastdcitos sdo bem descritos por sua contribuicdo para as alergias e reacdes de
hipersensibilidade, no entanto, a sua contribuicdo na artrite ainda ndo estd completamente
esclarecida (VUKMAN et al, 2015). Estudos relatam a participagdo de mastdcitos em
processo de degranulagdo (ativados), principalmente nas fases iniciais, no desenvolvimento de
CIA, em camundongos. Ainda, a liberagdo de granulos com procedéncia em mastocitos ¢

importante na proliferagao de fibroblastos (VAN DER VELDEN et al, 2016).

Semelhantemente as células dendriticas e aos macrofagos, apds a ativacdo, os
mastdcitos podem ingeragir com outras células, desempenhando papéis centrais em
apresentacao de antigenos, por mostrarem niveis elevados de moléculas MHC de classe I,

além de ativarem indiretamente células Thl. Foi demonstrada a associa¢do de mastdcitos a
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patologias como esclerose multipla, doenca inflamatoria intestinal e AR. Portanto, mastdcitos
sao considerados um novo alvo potencial para o tratamento de doencas imunomediadas.

(WELLER et al, 2011; VUKMAN et al, 2015).

Estes resultados demonstraram uma redu¢do do numero de mastocitos na sindvia
inflamada dos animais que receberam os plasmideos de Aba-B e Aba-F, no modelo de AIA.
Estudos relatam uma intensa razao para analisar os mastocitos como alvo celular para terapias
baseadas em helmintos. Colaborando com nosso estudo, antigenos derivados do platelminto
Fasciola hepatica inibiram a capacidade dos mastdcitos de conduzirem respostas imunes Thl,
suprimindo a atividade induzida por LPS (VUKMAN et al, 2013) Ainda, a glicoproteina
isolada de Acanthocheilonema viteae (ES-62) reduziu a degranulagdao de matdcitos em

camundongos com CIA (LUMB et al, 2017).

Ha evidéncias fortes na literatura demonstrando os mecanismos pelos quais a
infeccdo por helmintos e os suas moléculas interferem nas células da imunidade inata. Estes
mecanismos s3o bem descritos para macrofagos e células dendriticas, no entanto, muitos deles
sdo compartilhados por mastocitos (VUKMAN, et al, 2015). Embora sejam encontrados
poucos estudos, € possivel sugerir uma potencial interagdo moduladora dos helmintos nos

disturbios inflamatorios, reprimindo as respostas desenvolvidas por mastdcitos.

Macroéfagos sdo células consideradas como a principal fonte das respostas imunes
inatas, que desencadeiam a inflamagdo. Ainda desempenham fungdes homeostaticas, além de
defesa ao hospedeiro, no entanto, os macrofagos podem desempenhar papel duplo durante a
inflamacao, relacionado aos danos e manutengdo de tecidos (MARTINEZ et al, 2011). A
ativacao classica de macrofagos, promovida por IFN-y ou moléculas patogénicas (LPS /
PAMPs) e ativacdo de receptores do tipo 7oll, contribui para a eliminagdo de patdogenos e
ativam respostas Thl. Assim, classifica-se como células pré-inflamatérias, ou macrdofagos
classicamente ativados (M1), produzem citocinas como TNF-«, IL-13 e IL-12, como também
aumentam a expressdo de iNOS, contribuindo para danos teciduais (GORDON, 2003;
MARTINEZ et al, 2009; GORDON & MARTINEZ, 2010 TERRAZAS et al, 2017).

Por outro lado, a exposi¢do de macrofagos a citocinas Th2, ou uma fraca resposta
Thl, resulta em um fendtipo envolvido no reparo tecidual e resolucdo de inflamagado
(MARTINEZ, et al, 2014). Classificados como macrofagos alternativamente ativados (M2),

produzem citocinas anti-inflamatorias como, IL-10 e TGF, além de expressarem a enzima
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Argl (arginase 1) e as moléculas Fizzl ¢ Yml (GORDON & MARTINEZ, 2010; LIU et al,
2015; KIMURA et al, 2016).

A arginina pode ter varios destinos quando se trata de processos metabolicos,
tornando-a um dos aminoéacidos mais versateis no organismo (MORRIS, 2009). A enzima
Argl compete com a enzima iNOS por arginina e, assim, reduz a producdo de NO. Além
disso, a enzima Argl exerce importante papel no mecanismo de reparo tecidual. Em um
estudo com camundongos submetidos a CIA, ficou demonstrado que a reducdo da expressao
de iNOS, TNF e IL-6 em células sinoviais, esta diretamente relacionada com a redugao da

inflamacao nesse modelo (MATSUMOTO et al, 2016).

Além das enzimas iNOS e Argl, existem outros marcadores que podem ser
usados para diferenciar, fenotipicamente, as populagdes de macrofagos, em M1 e M2. Em
uma infecgao ou inflamacdo, mondcitos inflamatérios sdo caracterizados pela marcagao
positiva para a molécula CD11B’, enquanto macrofagos ativados sio fenotipicamente
carcaterizados como CD11B"/F4/80", e tem a capacidade de reconhecer diversos PAMPs.
Para caracterizar macrofagos alternativamente ativados, foi observada a marcagdo para
CD206, uma molécula densamente expressa como proteina de membrana em macrofagos M2.
De tal maneira, macrofagos M2 sdo fenotipicamente caracterizados como CD11B"/F4/80"/

CD206" (GONZALEZ-JUARRERO, et al 2003; MATSUMOTO et al, 2016).

Helmintos tem a capacidade de induzir uma variedade de caminhos regulatorios
com objetivo de prevenir a sua eliminacdo pelo hospedeiro e permitir a sobrevivéncia em
longo prazo. A resposta do hospedeiro desenvolvida pela ocorréncia de helmintos inclui a
ativacao de macrofagos M2, além do recrutamento de células B, células reguladoras Th2 e
eosinofilos (TERRAZAS et al, 2017). Nos resultados aqui descritos, observamos macrdofagos
ativados (CD11B"/F4/80") na sinévia, no entanto, sem diferenca entre os grupos tratados com
plasmideo de Aba-B e Aba-F e o grupo que recebeu o veiculo. Ao observar os macréfagos
M2, demonstrou-se que houve aumento da expressio de CD206 nos animais com AlIA,

tratados com plasmideos de Aba-B e Abab-F.

Colaborando com este estudo, varias espécies de helmintos demonstraram efeitos
positivos na progressdo da encefalomietite experimental. Esse efeito positivo foi atribuido,
principalmente, ao desvio das respostas imunes patogénicas Thl / Th17 para a resposta Th2
(FLEMING, 2013). Antigenos de S. japonicum promoveram uma polarizacdo para

macrofagos M2, na fase cronica da infec¢cdo, em camundongos (ZHU et al, 2014). Ainda, a
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infeccdo por Nippostrongylus brasiliensis resultou, ainda, no aumento do dano tecidual,

quando macréfagos M2 sao eliminados (ZIEGLER, et al, 2015).

Em camundongos submetidos ao modelo de CIA, foi observado que um peptideo
derivado de Schistosoma japonicum (SJMHET1) reduziu a liberagdo de citocinas inflamatorias,
ao mesmo tempo em que aumentou a producdo de citocinas anti-inflamatorias em conjunto
com a ativagdo de macrofagos M2 (WANG et al, 2017). Estudos mostram que o efeito
benéfico conferido por helmintos ¢ dependente da ativagdo de uma via denominada STAT6, o
qual contribui para a polarizagdo de macrofagos M2 na modulagdo da artrite (CHEN, et al,

2016).

Esta ¢ a primeira demonstracdo de que sequéncias peptidicas obtidas do fluido
celomico de 4. suum, e que provavelmente sdo secretadas, no hospedeiro, durante o ciclo de
vida do helminto, promovem a atividade anti-inflamatéria em modelos experimentais de
artrite, e esta atividade estd associada a reducdo da liberagdo de citocinas pro-inflamatorias.
Pode-se assegurar que esses peptideos promoveram uma mudanga na diferenciacdo de
macrofagos, na membrana sinovial para o fendtipo M2, os quais sdo responsaveis por
desempenha funcgdes de reparo tecidual. Ao mesmo tempo, foi reduzido o dano articular,
suprimindo respostas Th1, pela redugdo da liberacao de citocinas pro-inflamatorias no liquido

sinovial e a expressao de NO na sindvia.

Muitas vezes, estes organismos se mostram no ambiente de forma comensal, com
infeccdes subclinicas e portadores assintomaticos. Este raciocinio pode, potencialmente,
agucar o foco do futuro epidemiologico, simplificando a busca de solugdes clinicas para o
problema do aumento da incidéncia de doencas inflamatoérias. Apesar dos complexos
mecanismos de modulagcdo de helmintos de inflamagdo, os dados suportam uma eficacia de
componentes estruturais ou produtos liberados de helmintos, na prote¢do de doengas
autoimunes, como AR. Esses resultados reforcam a necessidade da identificacdo de
componentes imunomoduladores derivados de helmintos, os quais podem replicar os

beneficios do parasita, sem implicar prejuizos ao hospedeiro.

Este experimento confere ainda que, em um dmbito de componentes moleculares
individuais, helmintos podem promover uma eficicia relativa e diversificada na
imunomodulacdo, mesmo distante do nicho normal do parasita. Com efeito, uma
compreensdo mais detalhada de como estes componentes realizam a modulacdo do sistema

imunolégico pode fornecer estratégias de prevencdo de doengas inflamatdrias nao
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transmissiveis, Além disso, helmintos e/ou seus produtos podem ser tuteis na identificacdo de

alvos para terapia ou desenvolvimento de agentes farmacéuticos.
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7. CONCLUSOES

Com suporte nos resultados obtidos com produtos derivados do extrato de A. suum, as

conclusdes expressas na sequéncia, podem ser validadas.

- A fragdo proteica do extrato de A. suum, com baixo peso molecular, exerce efeito

protetor em modelo de AZy aguda e cronica, reduzindo dor e influxo celular;

-As fragoes 1 e 4, obtidos do extrato de baixo peso molecular, indicaram efeito

analgésico e anti-inflamatdrio na AZy aguda;

- A fragdo 1 do extrato de 4. suum contém a proteina ABA-1, apontando dois peptideos

(Aba-B e Aba-F);

- Transfec¢ao com plasmideo recombinante de Aba-B e Aba-F exerce efeito protetor,

reduzindo influxo celular, em camundongos com AZy e AIA, nas fases aguda e cronica;

- Plasmideo de Aba-F protege contra a sinovite cronica induzida por AZy, em

camundongos;

- O efeito protetor dos plasmideos recombinantes em AZy aguda ¢ dependente de
CXCL-1, IL-1 B, IL-6 e IFN-y;
- Plasmideos de Aba-B e Aba-F protegem contra prolifera¢do sinovial e migracao de

mastdcitos para a sindvia de camundongos com AIA, fase aguda;

- Plasmideo de ABA-B protege a cartilagem contra o dano articular promovido pela

AIA cronica, em camundongos;

- O efeito protetor dos plasmideos recombinantes em AIA, fase aguda, ¢ dependente de

oxido nitrico, CXCL-1 e IL-6, e independente de IL-1 B, IL-5 e IL-10;

- Plasmideos de Aba-B e Aba-F estimulam a resposta Th2, por meio da diferenciacao de

macrofagos para o fenotipo de carater anti-inflamatério (M2);

- Camundongos submetidos ao processo de transfec¢do censeguem expressar os genes

de peptideos de Aba-B e Aba-F, em células musculares.
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