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RESUMO

A diabetes tipo 1 € uma doenca autoimune marcada por altos niveis de glicose no sangue, devido a
destruicdo de células-p pancreaticas produtoras de insulina. A Hipotese da Higiene faz associacgao
entre 0 aumento da incidéncia de doengas autoimunes e uma diminuicdo do contato com agentes
infecciosos e parasitarios na infancia. A hipotese desse trabalho é que a exposicdo a produtos do
helminto Necator americanus poderia modular a resposta imunolégica de camundongos com
diabetes autoimune e melhorar o quadro caracteristico da doenga. No bioensaio foram utilizados 30
camundongos fémeos, da linhagem Non-obese diabetic (NOD). Os animais foram separados em
dois grupos com 15 individuos cada: o grupo AdEX foi tratado com extrato bruto de N. americanus,
e 0 grupo controle foi tratado com solugdo indcua (PBS). As respectivas solucdes foram administras
por via intraperitoneal, trés vezes por semana. Semanalmente, a glicose foi aferida, e uma gota de
sangue foi retirada da cauda para confeccdo de I&aminas de esfregaco sanguineo. Apés 18 semanas
de tratamento os animais foram eutanasiados e o sangue foi colhido. Também foram colhidos o
baco e o pancreas. O sangue foi centrifugado e o soro estocado para futuras analises das citocinas
através de citometria de fluxo. Também foram feitos cortes histolégicos do pancreas para posterior
comparagéo do infiltrado inflamatdrio. A resposta frente ao extrato bruto do helminto foi avaliada
comparando os resultados entre 0s grupos nas técnicas: leucometria total e relativa, avaliagdo do
perfil de citocinas e de células do sistema imunoldgicos presentes no baco, niveis de glicose dos
animais e avaliacdo do infiltrado inflamatdrio. Os resultados obtidos mostraram uma tendéncia de
imunomodulag&o pelo extrato administrado. Na correlagédo entre citocinas e glicemia, foi observado
gue maiores quantidades de IL-4 e IL-10 refletiam em menores taxas de glicemia nos animais do
grupo tratado com extrato bruto. Assim, conclui-se que a administracdo de antigenos de N.
americanus em camundongos com diabetes autoimune € capaz de modificar aspectos da resposta
imunoldgica, e potencialmente induzir a uma producdo de citocinas de perfil de resposta Th2 e/ou
modulatdria. Entretanto, a producdo dessas citocinas mostrou-se incapaz de impedir a infiltracdo de
células imunoldgicas no pancreas, mas podendo aparentemente atrasar a progressdo da inflamacéo.
Para um melhor entendimento do panorama imunoldgico da DM1 em modelo experimental NOD

tratado com extrato bruto de N. americanus faz-se necessarios futuros experimentos.

Palavras-chave: Diabetes tipo 1, Imunomodulagdo, Necator americanus, HipoGtese da Higiene.



ABSTRACT

Type 1 diabetes is an autoimmune disease marked by high blood glucose levels due to the
destruction of insulin-producing pancreatic p cells. Hygiene Hypothesis is an association between
the increase in the incidence of autoimmune diseases and a decrease in contact with infectious and
parasitic agents in childhood. The hypothesis of this work is that exposure to products of the
hookworm Necator americanus could modulate the immune response of mice with autoimmune
diabetes and improve the disease's characteristic picture. In the bioassay were used 30 female mice
of the non-obese diabetic (NOD) lineage. The animals were separated into two groups with 15
individuals each: the AdEX group was treated with crude extract of N. americanus, and the control
group was treated with innocuous solution (PBS). The respective solutions were given
intraperitoneally three times a week. The glucose was measured weekly, and a drop of blood was
removed from the tail to make blood smear blades. After 18 weeks of treatment the animals were
euthanized and blood was collected. The spleen and pancreas were also collected. Blood was
centrifuged and serum stored for future cytokine analysis by flow cytometry. Histological sections
of the pancreas were also made for later comparison of the inflammatory infiltrate. The response to
the crude helminth extract was evaluated by comparing the results between the groups in the
techniques: total and relative leucometry, evaluation of the cytokine profile and immunological
system cells present in the spleen, glucose levels of the animals and evaluation of the inflammatory
infiltrate. The obtained results showed a trend of immunomodulation by the administered extract. In
the correlation between cytokines and glycemia, it was observed that higher amounts of IL-4 and
IL-10 reflected in lower glycemia rates in the animals treated with crude extract. Thus, it is
concluded that the administration of N. americanus antigens in mice with autoimmune diabetes is
capable of modifying aspects of the immune response, and potentially inducing a production of Th2
and / or modulatory response profile cytokines. However, the production of these cytokines proved
to be incapable of preventing the infiltration of immune cells into the pancreas, but could appear to
delay the progression of inflammation. For a better understanding of the immunological panorama
of DML1 in the NOD experimental model treated with crude extract of N. americanus, future

experiments are necessary.

Keywords: Type 1 Diabetes, Immunomodulation, Necator americanus, Hygiene Hypothesis.
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1 INTRODUCAO

A diabetes mellitus tipo 1 é uma doenca cronica autoimune e, assim como as demais
diabetes, possui como caracteristica principal altos niveis de glicose no sangue. A DML1 é
marcada pela destruicdo de células B pancreéticas, produtoras de insulina, por células T e
anticorpos autorreativos. Com a progressdo da doenga, além da hiperglicemia, acumulam-
se outros distdrbios metabdlicos como de carboidratos, de proteinas e de lipidios que, a
longo prazo, culminam em danos, disfuncgds e até mesmo faléncia de varios 6rgaos.

Alguns gatilhos ambientais combinados a falhas imunolégicas podem levar ao inicio da
patogénese da DM1; tem-se a ativacdo de células T autorreativas que acabam por
reconhecer autoantigenos presentes nas células-p, destruindo-as e impossibilitando a
producdo de insulina. O mecanismo de ativacdo de células T autorreativas é complexo e
multifatorial, podendo ser explicado, dentre outras hipoteses, pela caréncia ou auséncia de
exposicdo a patdgenos na primeira infancia. Tal exposicdo parece ter um papel de
amadurecer e equilibrar o sistema imunolégico, suprimindo células T autorreativas através
da interacdo com células apresentadoras de antigenos (APC) e células T reguladoras (Treg).
Essa hipotese, denominada Hipotese da Higiene, foi proposta em 1989 por David Strachan.

A desregulagdo imunoldgica vista na DM1 também envolve a participacdo de varias
citocinas inflamatorias, de perfil Thl, secretadas, principalmente por linfocitos CD4+ e
CD8+ autorreativos. Essas células, quando ativadas, migram até o pancreas e destroem as
células B, tornando o organismo insulino-deficiente.

Por outro lado, infecges helminticas sdo conhecidas por estimularem a proliferacdo de
células T regulatorias, e a secrecdo de citocinas de perfil Th2, antagdnicas as encontradas
nas doencas autoimunes.

A proposta deste estudo é tentar reestabelecer o equilibrio imunoloégico em
camundongos com diabetes autoimunes (NOD), através da administragdo de extrato bruto

de Necator americanus.
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1.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do tratamento de extrato bruto de Necator americanus em modelo

murino com diabetes tipo 1.

111

Objetivos especificos

Avaliar as diferencas entre os niveis de glicemia dos animais tratados com
extrato bruto de N. americanus e animais controle.

Comparar o perfil de leucocitos em sangue periférico em modelo murino NOD
apos tratamento com extrato bruto de N. americanus.

Comparar a producdo de citocinas e oOxido nitrico, no plasma, dos animais
tratado com extrato bruto de N. americanus e animais controle.

Avaliar o perfil de células do sistema imunoldgico produtoras de citocinas no
baco.

Comparar a expressdo de genes de citocinas inflamatorias e regulatorias entre
animais tratados com extrato bruto de N. americanus e animais controle.

Comparar a producdo 6xido nitrico de esplendcitos entre os animais tratado com
extrato bruto de N. americanus e animais controle

Determinar a gravidade do infiltrado inflamatério das ilhotas pancreaticas dos
animais tratados com extrato bruto de N. americanus e animais controle.

Avaliar, por meio de marcadores especificos, as populacdes celulares presentes
no infiltrado inflamatério de ambos os grupos de animais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus (DM) é um complexo de doencas metabdlicas de carater crénico,
caracterizada pela presenca de altos niveis de glicose no sangue. Essa condigdo ocorre
quando o organismo ndo produz quantidades adequadas de hormonio insulina, quando as
células em geral ndo respondem ao horménio de forma eficiente, ou mesmo ambas as
situacOes (Association, 2014; Tun et al., 2017).

A insulina é um hormdnio essencial ao funcionamento do organismo, e é produzida
pelas células . Ela medeia o transporte da glicose da corrente sanguinea para dentro da
célula, permitindo que a glicose seja convertida em energia. Logo, problemas na producéo
de insulina ou na eficiéncia de resposta a mesma provocam aumentos de glicose circulante,
quadro denominado hiperglicemia. Associada a essa condicdo, observa-se também
disturbios no metabolismo de proteinas e lipidios. Em longo prazo, o ndo controle da
hiperglicemia pode causar complicacdes, que incluem danos, falhas ou disfuncdes,
especialmente, nos nervos, rins, olhos, vasos sanguineos e coracdo (Alam et al., 2014).

As diabetes tipo 2 e tipo 1 sdo os tipos mais prevalentes da doenca, somando 95% dos
casos. DM1 é mais frequente em individuos jovens, como resultado da destruicdo de
células B pancreaticas mediadas por células do sistema imunolégico (Patterson et al., 2009).
Na DM2 os niveis de glicose ndo conseguem ser mantidos dentro dos limites normais, pois
as células do individuo adquiriram resisténcia a insulina, logo por mais que se produza o
horménio a glicose ndo consegue entrar nas células e continua circulando no sangue
(Triplitt et al., 2015; Kahaly e Hansen, 2016).

Os sintomas associados a hiperglicemia incluem poliuria, polidipsia, visdo turva e, as
vezes, perda de peso acentuada. Frequentemente, pacientes com DM também desenvolvem

insuficiéncia renal, doencas oculares que podem levar a cegueira, ulceracdes nas
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extremidades do corpo com risco de amputacGes, e neuropatias autonémicas, que se
manifestam como problemas gastrointestinais, geniturinarios, cardiovasculares e disfuncéo
sexual (Canivell e Gomis, 2014). Pessoas com hiperglicemia também apresentam mais
chances de desenvolver doencgas ateroscleroticas e doencas vasculares cerebrais. As
diabetes também tem sido apontada como fator de agravo, direto ou indiretamente, de
problemas no sistema musculoesquelético, no sistema digestorio, na fungdo cognitiva e na
saude mental, além de ser associado a diversos tipos de cancer (SBD Diretrizes 2017-
2018). Ademais, por vezes, as diabetes ndo controladas podem levar a Obito devido a
acetoacidose ou a sindrome hiperosmolar ndo cetética (Association, 2014; Kerner et al.,
2014; Triplitt et al., 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) declarou a DM como uma epidemia global
crescente, com aproximadamente 425 milhGes de casos (WHO, 2017; IDF, 2017). A
Organizagdo estima que a glicemia elevada seja a terceira maior causa de mortes
prematuras, em importancia, atrds apenas de pressdo alta e uso de tabaco (SBD
DIRETRIZES 2017-2018). Soma-se a este cenario, o fato que segundo estimativas do IDF,
um em cada dois adultos com a doenca ainda ndo foi diagnosticado e o préprio sistema de
salde e a populacdo em geral sdo pouco conscientizados sobre a gravidade da DM. As
mudangas nas tendéncias globais de complicacdes da DM, bem como as mudancas em suas
caracteristicas de morbidade associada, ndo tém recebido a devida atencdo. Como resultado
tem-se que a DM pode permanecer ndo detectada por varios anos, desenvolvendo suas
complicacdes e comorbidades (SBD DIRETRIZES 2017-2018).

A DM ¢ também considerada uma doenca de alta incapacitacdo, devido ao seu carater
crénico e as graves complicacdes, que afetam ndo s6 o paciente, mas também sua familia e
0 proprio sistema de saude, que tem gastos entre 2 a 3 vezes maiores do que com individuos
sem a doenca (De Groot et al., 2010; Gemeay et al., 2015). Dados do IDF, apontam que a
diabetes demanda cerca de 12% dos gastos globais com salde (727 bilhdes de dolares)
(IDF, 2017 ). Outrossim, ha o impacto sobre a qualidade de vida dessas pessoas, afetando
sua produtividade devido a dores e problemas psicoldgicos (De Groot et al., 2010; Gemeay
etal., 2015).

No entanto, o desenvolvimento de complicacbes de salde incapacitantes e com

iminentes riscos a vida pode ser evitado ou retardado, se houver o tratamento adequado do
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diabetes. Para tanto um diagnéstico precoce e diferencial, entre os tipos de DM, é decisivo
(Kahaly e Hansen, 2016). Segundo a Federacdo Internacional de Diabetes, a classificagéo e
o0 diagnostico do DM é complexo. Mas tem-se aceito trés tipos principais de diabetes: DM
tipo 1, DM tipo 2 e DM gestacional. Outros tipos menos comuns sdo o0 diabetes
monogénico e o diabetes secundario (SBD DIRETRIZES 2017-2018).

Os parametros para diagnoéstico de DM tém sido debatidos e atualizados ao longo do
tempo, mas segundo critérios da OMS, a DM ¢ diagnosticada observando-se niveis
elevados de glicose no sangue, conforme tabela abaixo (Tabela 1). Nesse contexto, existem
ainda duas categorias de pré-diabetes consideradas fatores de risco para desenvolvimento
de DM e doencas cardiovasculares. S&o elas: glicemia de jejum alterada, caracterizada por
apresentar alterac6es na glicemia acima do normal, mas abaixo do critério de diagnostico (>
100 mg/dl e < 126 mg/dl); e tolerancia a glicose diminuida, definida por niveis anormais de
glicose em jejum, e em duas horas ap0s ingestdo oral de 75 gramas de glicose (140 e 199
mg/dl) (Association, 2014; Kerner et al., 2014).

Tabela 1: Valores de referéncia para diagnostico de DM. Glicose plasmatica (mg/dl)
(Adaptado de SBD Diretrizes):

Categoria Jejum’ 2h apés 759 de Casual ™
mg/dI Glicose
Glicemia normal <100 <140
Tolerancia a >100 a <126 >140 a <200
glicose diminuida
Diabetes mellitus >126 >200 >200 (com
sintomas

classicos)

*  Sem ingestdo caldrica por no minimo 8h;
** Mensurada a qualquer hora do dia sem observar o intervalo desde a Ultima refeicao;
*** Sintomas classicos: polidria, polidipsia e perda ndo explicada de peso.
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H& uma intervencdo terapéutica distinta para cada tipo da doenga, podendo consistir em
dieta e exercicios, para individuos que ndo necessitam de insulina (DM2), reposicdo de
insulina por vias exogenas ou até mesmo uso de imunossupresores (DM1). Assim,
identificar a etiologia da doenca é de suma importancia para um tratamento eficiente e
adequado (Balda e Pacheco-Silva, 1999; Kahaly e Hansen, 2016).

2.2 Diabetes Mellitus Tipo 1

A DM1 surge como resultado da destruicdo seletiva de células B pancredticas,
produtoras de insulina, pelo sistema imunolégico, configurando uma autoimunidade. A
patogénese da DM1 é multifatorial, e combina uma susceptibilidade genética, que
possibilitaria a predisposi¢do a respostas imunes anormais, a fatores ambientais especificos,
como dieta e infeccgdes, principalmente na primeira infancia (Dejaco et al., 2006; Heinonen
et al., 2015; Kahaly e Hansen, 2016; Katsarou et al.,, 2017). Na DML, as células T
imunorreguladoras modulam o desenvolvimento e o agravo da doenga. Os fatores
ambientais, em pessoas geneticamente susceptiveis, promovem autoimunidade e, com isso,
0 aparecimento de anticorpos anti-ilhota, evoluindo para uma desregulacdo metabdlica,
com perda de resposta a insulina, aumento de hemoglobina glicosilada, tolerancia a glicose
diminuida e diminuicao do peptideo C (Kahaly e Hansen, 2016; Katsarou et al., 2017).

A doenca pode desenvolver-se de forma latente, persistindo por anos sem sintomas.
Suas manifestages clinicas, de fato, s6 aparecem quando uma parte consideravel de células
B ja foi destruida (Kahaly e Hansen, 2016). Em lugares onde h& caréncia de recursos
médicos, os individuos com DM1 tendem a morrer precocemente por complicagdes
metabolicas agudas (frequentemente por falta de insulina) ou infec¢bes (sobretudo
tuberculose).

A DM1, em humanos, pode ser subdividida em tipo 1A (imune mediada), tipo 1B
(idiopatica) e diabetes auto-imune latente em adultos (LADA). Geralmente, a DM1 inicia-
se na infancia ou na adolescéncia dos individuos no entanto, pode acometer individuos de
qualquer idade (Patterson et al., 2009; Leslie et al., 2015; Triplitt et al., 2015).
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2.2.1 Epidemiologia

A DML1 representa entre 10% a 15% dos casos de diabetes mundiais, com
perspectiva de aumento na taxa de incidéncia global e tendéncia de duplicacdo do nimero
de casos na proxima década (Atkinson et al., 2014; Katsarou et al., 2017). A predisposi¢ao
genética era, no passado, o fator explicativo para o aumento de casos. No entanto, tem-se
observado um aumento consideravel em todo mundo, que ndo pode ser explicado apenas
por variacfes no pool génico das populacdes, uma vez que ocorre com taxas de crescimento
entre 3-5% ao ano (Daneman, 2006; Triplitt, 2012; Atkinson et al., 2014; Canivell e Gomis,
2014).

Apesar de grandes variacdes geogréficas, a DM1 é uma das doencas crénicas mais
comuns em criangas entre 5 e 7 anos, ou no inicio da puberdade. E ao contrario da maioria
dos distarbios autoimunes, acomete proporcionalmente meninos e meninas. Apenas em
modelo experimental diabético espontaneo observam-se diferencas nas taxas da doenca em
fémeas e machos. (Wicker et al., 2005; Atkinson et al., 2014).

O carater heterogéneo de distribuicdo da DM1 revela fatores genéticos combinados a
diferentes fatores ambientais ligados a doenca. Uma forte evidéncia disso € que a incidéncia
de DM1 em jovens, especialmente criangas menores de 4 anos, vem aumentando
consideravelmente com as mudancas nos estilos de vida, sugerindo fatores ambientais bem
atuantes (Silva et al., 2008; Association, 2012; Canivell e Gomis, 2014).

Hipdteses que ilustram a influéncia ambiental no DM1, como a Hipotese da Higiene
tém despertado a atencdo. Uma gama desses fatores parece ser capaz de influenciar na
epidemiologia da DM1, como a dieta na primeira infancia, niveis de vitamina D (e
constituintes de sua via) e infec¢bes virais, todavia ainda ndo se tenha identificado a

influéncia inequivoca na patogénese (Atkinson et al., 2014).
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2.2.1.1 Imunogenética

A DML1 é um distarbio poligénico, onde (até entdo) sdo descritos 40 loci do complexo
principal de histocompatibilidade (HLA) relacionados a disfuncdo (Atkinson, 2014). Entre
0s genes associados a DM1, os mais importantes estdo localizados nos cromossomos 6, 11,
1 e 2, sendo que o complexo do gene HLA no cromossomo 6p21 € o fator genético com a
associacao mais forte de susceptibilidade, fornecendo quase metade de predisposicdo a
doenca (Atkinson et al., 2014; Morran et al., 2015).

Os linfécitos T CD8+, presentes no infiltrado celular, interagem com as ilhotas via
moléculas de HLA de classe |. Essa interacdo é de grande importancia, visto que as células
B hiperexpressam tais moléculas. (Morran et al., 2015; Noble, 2015).

Por outro lado, os loci DR e DQ, parte do repertorio de moléculas HLA de classe I,
sdo responsaveis por 40 a 50% da susceptibilidade a DM1A, expressando moléculas de
predisposi¢do ou protecdo, dependo do haplétipo, sendo assim, capazes de estimular ou
inibir a autoimunidade (Silva et al., 2008).

Além dos alelos de HLA que conferem susceptibilidade, ha polimorfismos de genes
ndo-HLA que contribuem para o risco de DM1. Foram descritos, até o0 momento, 50 loci
ndo-HLA que sdo considerados fatores de alto risco para susceptibilidade a DM1. Nesse
grupo de genes estdo incluidos os genes da insulina, da variante funcional especifica da
proteina-tirosina-fosfatase linféide no cromossomo 1p13 (PTPN22), variante da proteina 4
associada a linfocito T citotoxico (CTLA-4), da subunidade alfa do receptor de IL-2
(IL2RA), e um gene do tipo lectina (KIA00350) (Pociot et al., 2010; Morran et al., 2015).

A susceptibilidade a DM1, tanto em humanos como em murinos, parece combinar
negativamente, uma série de alelos permissivos para desordens autoimunes, encontrados
também em ndo-diabéticos, com fatores ambientais especificos (Buschard, 2011). Cerca de
30% da populacéo apresenta alguma predisposi¢do genética, mas apenas 0,5% dos afetados
progridem de fato para DM1 (Eisenbarth, 2004; Atkinson et al., 2014).
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2.2.1.2 Fatores Ambientais

Os fatores ambientais sdo tidos como desencadeadores da DM1 em individuos
susceptiveis, sendo capazes de modificar a patogénese da doenca (Atkinson e Eisenbarth,
2001). A atuacao dos fatores ambientais é tdo importante quanto a predisposicdo genética,
uma vez que 85% dos pacientes com DM1 ndo possuem precedentes da doenca na familia
(Morran et al., 2015; Ferretti e La Cava, 2016; Pearson et al., 2016). Uma das explica¢oes
mais aceitas para essa observacdo é a Hipdtese da Higiene que correlaciona o subito
aumento de doencas autoimunes, como DM1, com melhoras na qualidade do saneamento
béasico (Bach, 2002; Morran et al., 2015).

A DM1 pode ser considerada uma doenca da atualidade, e teve sua incidéncia
aumentada a partir da década de 1940 do século XX, com as mudancas nos padrbes de
saneamento basico, dieta e exposicdo a agentes infecciosos (Todd, 2010; Morran et al.,
2015).

O papel efetivo dos fatores ambientais, bem como quais sdo eles, ainda estd pouco
esclarecido na DM1. Especula-se que algumas infecgdes microbianas, em individuos
geneticamente susceptiveis, podem iniciar ou exacerbar a inflamacdo nas ilhotas
pancreaticas, contribuindo, com isso, com o inicio de uma autoimunidade (Clark et al.,
2017). Um exemplo é a relacdo de DM1 com infeccdes pelo enterovirus Coxsackiev B1,
onde as particulas virais poderiam promover um citolise das células B e provocar uma
inflamacédo local, que mais tarde conduziria a autoimunidade (Clark et al., 2017). Outro
exemplo séo as infecgdes ndo citoliticas, que induziriam uma maior expressdo de IFN-y
pelas células B, o que também resultaria na hiperrexpressdo de moléculas HLA de classe |
(Clark et al., 2017).

A composicdo da microbiota intestinal também parece ter algum efeito modulador na
DML1. Estudos conduzidos por Wen e colaboradores mostraram que mudancas na
microbiota de camundongos NOD, podem promover ou prevenir a destruicdo de células f.
O mesmo parece ser valido para a DM1 humana (Wen et al., 2008; Kostic et al., 2015).

Além desses, tem-se alimentacdo de neonatos com formulas altamente hidrolisadas,

exposicdo precoce ao gluaten, deficiéncia de vitamina D, exposicdo a determinados
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complexos virais e até componentes psicossociais como fatores desencadeantes para DM1
(Daneman, 2006; Morran et al., 2015).

2.2.1.3 Patogenia e autoimunidade

A autoimunidade da DM1 ¢é primordialmente mediada por linfocitos T, B e natural
killers (NK), e células apresentadoras de antigenos (APC’s) como macrofagos e algumas
células dendriticas. A patogenia da DM1 tem inicio ainda na ontogenia, mais
especificamente na geracdo de repertdrios de receptores de células T (TCR), no timo. Uma
selecdo negativa ineficiente permite que timocitos reativos para auto-antigenos simples
sobrevivam (Atkinson et al., 2014; Clark et al., 2017). Consequentemente, gera-se um
reservatorio periférico de células T autorreativas anti-células p que tem sua sobrevida
aumentada conforme reconhecem como antigenos os complexos HLA com alta avidez e
afinidade (Kahaly e Hansen, 2016; Clark et al., 2017).

E sabido que as células p ndo expressam HLA de classe |1, logo especula-se que os auto
antigenos sejam liberados no péancreas e encaminhados para os linfonodos, onde s&o
processados por células dendriticas. Em sequencias, células T positivas para células  sdo
ativadas, sofrem expansdo clonal, e sdo recrutadas nas ilhotas pancreéaticas (Shao et al.,
2012), causando eventos imunoldgicos que seguirdo a morte das células p.

Outra hipotese € que a insulite ocorre conforme os linfocitos T reconhecem peptideos,
expressos no HLA de classe | das células B, e ocorre um desequilibrio no mecanismo de
tolerdncia aos antigenos proprios. Os denominados “pontos de ajuste autorreativos
balanceados” sdo um delicado equilibrio entre células T pro-inflamatdrias e regulatorias,
que na DML1 s&o infligidos caracterizando a perda de tolerancia a antigenos proprios, e
dando inicio a doenca (Balda e Pacheco-Silva, 1999; Ferretti e La Cava, 2016).

A partir dai, linfocitos T, linfécitos B, células NKs e APCs agem sinergicamente em
um processo de destruicdo das células-p pancreéaticas que resultard no quadro clinico da
DM1(Silva et al., 2008; Zoka et al., 2012; Richardson et al., 2014; Ferretti e La Cava,
2016).
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A autoimunidade no pancreas € um processo que normalmente progride em varios anos,
e quando ativada passa por um longo periodo pré-diabético assintomético (ou fase
subclinica), em que ha perda progressiva da secrecdo de insulina. (Ferretti e La Cava,
2016).

Tem-se evidéncias de que o processo inflamatério compde-se por: 1) infiltracdo das
ilhotas por linfdcitos e macréfagos - insulite; 2) producéo de anticorpos anti antigenos de
células de ilhota, anti tirosina-fosfatase, anti glutamato descarboxilase 65-kDa, anti
insulina e anti transportador de zinco ZnT8 (SIc30A8) (Kahaly e Hansen, 2016).

Estudos paralelos, de fato, confirmaram que o epitopo dominante da insulina (Ins B9-
23) desempenha um papel primacial no desenvolvimento da autoimunidade tanto em
camundongos NOD quanto em humanos (Nakayama et al., 2005; Brezar et al., 2011). Os
outros antigenos sdo menos especificos de ilhota, mas ainda assim sdo marcadores muito
confidveis da autoimunidade da DM1 (Geenen, 2012). Apesar de 90% dos pacientes com
DML1 apresentarem autoanticorpos diversos, a significancia patogénica destes anticorpos é
baixissima, se ndo ausente. Visto que os elementos efetivos da destruicdo autoimune, no
caso de células B, sdo os linfocitos T CD4+ e CD8+ autorreativos (Geenen, 2012).

Como caracteristica marcante da DM1, e consequéncia da acdo do sistema
imunolégico, tem-se o estado hiperglicémico permanente. Suas manifestacdes clinicas
surgem quando, pelo menos, 80% das células-p séo eliminadas e as células remanescentes
sdo incapazes de se regenerar, tornando a producdo de insulina insuficiente (Fernandes et
al., 2005; Coppieters e Von Herrath, 2009). Alcancado este ponto, ha a necessidade
consistente de reposicdo insulinica por vias exdgenas (Balda e Pacheco-Silva, 1999; Van
Belle et al., 2011; Atkinson et al., 2014). A producéo de glucagon é aumentada, uma vez
que o efeito supressor da insulina é perdido. Observa-se também diminuic¢do da producéo
de enzimas pancreaticas (Balda e Pacheco-Silva, 1999; Silva, Mory e Davini, 2008).

O grau de hiperglicemia é reflexo direto do grau de comprometimento das celulas e
dessas anormalidades metabdlicas. A severidade das alteracbes metabolicas pode progredir
ou estabilizar, fazendo-se necessario acompanhamento do paciente para possiveis ajustes

no tratamento (Association, 2014).
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2.2.2 Celulas p pancreaticas

As ilhotas de Langerhans compdem o pancreas enddcrino e sdo compostas por diversos
tipos celulares responsaveis pela producdo de horménios no érgdo. Entre estes estdo as
células B pancreéticas, produtoras do horménio insulina (Jennings et al., 2015).

Naturalmente, as células-p se predispdem a uma susceptibilidade de esgotamento
devido a pouca reserva celular e baixa capacidade de proliferacdo (Coppieters e Von
Herrath, 2009). O pancreas, e demais 6rgdos produtores de hormonios, possuem alta
expressao e secrecdo de moléculas especificas, por isso podem ser alvos mais frequentes de
ataques do sistema imunoldgico. Evidéncias sugerem que quanto maior a atividade
secretora do pancreas, seja por ingestdo exacerbada de alimentos com alto indice glicémico
ou por menor numero de ilhotas pancreaticas, maiores as chances de se desenvolver uma
doenca autoimune 6rgdo especifica (Buschard, 2011).

Estudos mostram que células B metabolicamente hiperativas sdo mais sujeitas a ataques
pelo sistema imunoldgico por expressarem mais autoantigenos, mais moléculas de
aderéncia e mais moléculas de HLA de classe | (Coppieters e Von Herrath, 2009;
Coppieters et al., 2013). As células p com alta atividade também secretam mais pro-
insulina 0 que leva ao aparecimento de neo-epitopos, como peptideo de cadeia B da
insulina e peptideo C da insulina, os quais podem funcionar como epitopos cripticos
indutores de autoimunidade (Rosmalen et al., 2002).

Associada a essas condigdes, tem-se que as celulas B apresentam atividade funcional
limitada por homeostase de célcio, estresse oxidativo e demanda periférica de insulina,
influenciando diretamente na producdo e processamento de proteinas pelo reticulo
endoplasmatico. Assim, perturbagdes nesses fatores podem descompensar a producdo de
insulina, gerando moléculas de proinsulina e peptideo C, potencialmente propicias para
induzir autoimunidade (Rosmalen et al., 2002; Maganti, Evans-Molina e Mirmira, 2014).

Além disso, a ilhota tem caracteristicas intrinsecas que atuam na inducgéo da inflamacao,
como a expressdo de CXCL10, que, em altas concentracdes, parece acelerar a progressao
da doenca por estimular a migracdo de células T efetoras para a ilhota pancreatica. As
células p também secretam CXCL1 e CXCL2 que s&o quimiotaticos para neutréfilos com

CXCR2 para ilhota. A presenca de tais neutrofilos contribui para estimular a reatividade de
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células T especificas de células B (Askenasy, 2015; Clark et al., 2017). Ademais, ha
também a secrecdo de IL1-B por células B e a, que em baixos niveis é benéfica, por
estimular a regeneracao das células B e a produgdo de insulina. No entanto, pode iniciar
uma inflamacdo mediada por leucdcitos (aumenta a expressao de CCL2, CXCL1, CXCL2),
e no contexto de TNFa ou IFN-y induz a apoptose das células  (Clark et al., 2017).

Em longo prazo, com a destruicdo da maioria das células p ha uma sobrecarga para as
células remanescentes, esgotando sua capacidade de producdo de insulina e estimulando a
liberacdo de neo-antigenos (Ferretti e La Cava, 2016).

Com o avancgo da técnica de imuno-histoquimica, foi demonstrado que em, pelo menos,
70% das ilhotas de pancreas de criancas com DML, ndo havia mais células B. Os demais
tipos celulares foram mantidos (Richardson et al., 2014).

Histologicamente, as células-f, secretoras de insulina, sdo mais numerosas nas ilhotas
do que as células secretoras de glucagon, de somastatina e de polipeptideos pancreaticos.
Logo, com a evolugdo da doenca, apesar dos outros tipos serem poupados, 0 pancreas

exaocrino perde volume e se atrofia (Balda e Pacheco-Silva, 1999).

2.2.3 A inflamacéo da DML1 - Infiltrado Inflamatdrio e citocinas

A inflamacdo vista na DM1 é interposta por varios tipos de células citotoxicas e
mecanismos moleculares redundantes, que convergem e cooperam no ataque das células 8
(Askenasy, 2015). As citocinas e quimiocinas sdo elementos fundamentais ha comunicacao
entre células imunoldgicas, e dentre suas funcGes sdo capazes de promover o
direcionamento de leucdcitos para os sitios inflamatorios e compor a resposta frente a um
estimulo. Ainda ndo estdo bem descritas todas as citocinas e quimiocinas que constituem a
patogénese da DM1, nem estdo bem elucidados os mecanismos de acdo das mesmas (Roep,
2003).

Tem sido demonstrado por estudos com modelos murinos NOD que o perfil de
citocinas na DM1 ¢ de padrdo Thl, estando presentes majoritariamente as citocinas IL-2,
IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF-a). Estudos de Suk e colaboradores (2001)



28

demonstraram que o sinergismo entre IFN-y ¢ TNF-a as definem com as moléculas efetoras
finais da DM1 (Suk et al., 2001).

As células linfocitarias predominantes no infiltrado inflamatdrio nas ilhotas sdo os
linfécitos T CD8+ citotdxicos, seguidos pelos linfécitos T CD4+ e linfocitos B (Balda e
Pacheco-Silva, 1999; Fernandes et al., 2005; Richardson et al., 2014). Os eventos que
culminam na destrui¢do das células produtoras de insulina tém inicio com a apresentacdo
de auto antigenos especificos, por macrofagos ou células dendriticas aos linfocitos T CD4+,
via HLA classe Il (Rassi et al., 2008). A proliferacdo e diferenciacdo dos linfocitos T,
linfocitos B e macrdfagos no infiltrado ocorrem mediante citocinas secretadas por linfécitos
T CD4+.

Apesar de macrofagos ndo serem abundantes no infiltrado inflamatério, uma vez
ativados eles sdo agentes importantes da inflamacdo das ilhotas por secretar citocinas pro-
inflamatorias e moléculas sollveis quimiotaxicas para células dendriticas, e ativadoras de T
CD4+ e T CD8+. Eles também secretam 6xido nitrico, um dos principais agentes de lesdo e
morte de células-p (Fernandes et al., 2005; Kachapati et al., 2012). Na DM1 h& um
processo ciclico, na qual ha a geracdo de espécies reativas de oxigénio que estimulam a
producdo de citocinas inflamatorias e vice-versa, 0 que conduz a um ambiente altamente
inflamado (Sharma et al., 2018).

Os linfécitos B na DM1 tem grande importancia na apresentacdo de antigenos e
coestimulacdo doutras células e, posteriormente, na secrecdo de anticorpos (Fernandes et
al., 2005; Pearson et al., 2016) . Em adolescentes e adultos, os anticorpos anti-GAD s&o 0s
mais encontrados, enquanto que em criangas 0s primeiros a serem detectados sdo 0s
anticorpos anti-insulina (Buschard, 2011). A presenca de um ou mais tipos de anticorpos
confirma o diagndstico e, em altos titulos, é determinante para o desenvolvimento de DM1.

Os linfocitos T CD8 reconhecem antigenos pancreéaticos expressos via HLA de classe |
e destroem as células marcadas por inducdo de apoptose e liberagdo de perforina e
granzima. Uma vez ativados, os linfocitos podem recrutar células NK que desgranularéo
nas ceélulas B, matando-as (Fernandes et al., 2005; Buschard, 2011; Pearson et al., 2016;
Clark et al., 2017).

A liberagdo das citocinas IL-1B, TNF-a ¢ IFN-y, por linfécitos, macréfagos e até

mesmo pelas proprias células B, causa lesdes funcionais na sintese e secrec¢do de insulina e
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apoptose das células B. A apoptose de células B também ¢é estimulada por ativacéo de vias
de sinalizagdo, como fator nuclear kff ¢ p38 mitogénio-proteina ativada (Mullen, 2017).

IFN-y secretado promove mais estimulos quimiotaticos que induzem mais células T, B
e inatas a migrar e permanecer nas ilhotas. Ele também estimula a producéo de espécies
reativas de oxigénio por células estromais e APCs residentes nas ilhotas, que prejudicam a
fung@o e medeiam a necrose das células  (Clark et al., 2017).

Ha estudos que demostraram um aumento também de células de perfil Thl7 no
infiltrado inflamatorio que permeiam as ilhotas, no entanto, sua atuacdo ainda ndo esta
esclarecida (Clark et al., 2017)

Outro fator que contribui para a instalacdo de DM1 € a descompensagdo de células Treg
em individuos com a autoimunidade. As células Treg operam no local da inflamacéo por
diversos mecanismos que incluem: modulacdo do microambiente por secrecdo de citocinas
anti-inflamatorias, inibicdo da proliferacdo de células T efetoras patogénicas e diminuicdo
da acdo de APCs, inibicdo da producdo de citocinas inflamatorias e inducéo direta de morte
de células citotoxicas (Askenasy e Askenasy, 2013).

A falta de expressdo de Foxp3 em humanos e murinos leva a autoimunidade, devido a
falta de supressdo de células T autorreativas e outros efetores imunoldgicos, além da falta
de secrecdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10, TGF-f e IL-35 (Clark et al., 2017).

Tanto humanos com DM1 quanto o camundongo NOD apresentam deficiéncia na
producdo de IL-2 (por células T e dendriticas), uma importante citocina para a homeostase,
expansao e funcdo de células T Reg Foxp3+(Askenasy, 2016; Clark et al., 2017). Estudos
com camundongos NOD demostraram uma rapida e constante expansdo de células T,
sugerindo uma sensibilidade reduzida & modulacéo por IL-10 e TGF-B (Askenasy, 2016).

Considerando a caracteristica antagénica das citocinas pertencentes a diferentes perfis,
hd estudos com DM1 e outras doencgas inflamatorias que tentam alterar a resposta
imunologica para o perfil anti-inflamatério (Th2), antagénico ao Thl e, assim, bloquear o
desenvolvimento da doenca (Balda e Pacheco-Silva, 1999; De Oliveira et al., 2011).
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2.3 Modelo Experimental

Segundo Wessler (1976), um modelo animal pode ser definido como “um organismo
vivo com um processo patoldgico herdado, adquirido naturalmente, ou induzido, e em um
ou mais aspectos, assemelha-se estreitamente a0 mesmo fenomeno que ocorre no homem”
(Wessler, 1976).

H& vérias dificuldades nos estudos histoldgicos de péancreas humanos devido a
inacessibilidade ao 6rgdo alvo (Coppieters e Von Herrath, 2009; Ferretti e La Cava, 2016).
Uma alternativa é adotar modelos experimentais que se assemelhem as condi¢bes
patoldgicas da doenca humana. Os animais que desenvolvem espontaneamente diabetes sao
uma ferramenta de estudos que contribuem para o entendimento dos mecanismos
patoldgicos da DM1 (Kirsten et al., 2010). Nesse contexto, existem dois grupos de modelos
animais muito utilizados em pesquisas, classificados em: diabetes mellitus induzido

quimicamente e diabetes mellitus espontaneo (Homo-Delarche, 2001).

2.3.1 Diabetes Experimental Espontaneo

A DM1 possui dois modelos murinos mais utilizados, os ratos BioBreading (BB) e 0s
camundongos NOD (Non Obese Diabetic), que desenvolvem diabetes auto-imune
espontaneamente e sdo compativeis com a patologia em humanos, mas que possuem entre
eles mecanismos de patogénese distintos e complementares (Kirsten et al., 2010; Boitard,
2012).

Os ratos BioBreading foram descobertos no Laboratério BioBreading, no Canada. Os
animais da linhagem apresentam linfopenia, e incidéncia cumulativa de DM1 de 100%,
guando mantidos em ambiente livre de patdgenos. Varios estudos com ratos BB tém
demonstrado a importancia das células T na DM1 através imunopatogénese no modelo. O
outro modelo experimental s&o os camundongos NOD, descobertos em 1974, no Japéo,
sendo esses 0s mais amplamente utilizados nas pesquisas com DM1 (Kirsten et al., 2010;

Boitard, 2012). Detalhes sobre 0 modelo NOD serédo abordados no proximo topico.



31

2.3.1.1 Camundongo NOD

O camundongo NOD é o modelo mais utilizado para estudo de DM1 devido a sua
patologia ser mediada por células T, assim como em humanos. Esses camundongos sao
resultado de geracdes de cruzamentos endogamicos de animais da linhagem Jc1-ICR, livres
de catarata (cepa Cataract Shionogi - CTS) e com altos niveis de glicose em jejum. Assim
como na doenca humana, apresentam polidria, glicosUria, perda de peso e infiltracdo
linfocitica das ilhotas de Langerhans (Pearson et al., 2016; Chen et al., 2018).

Os camundongos NOD comecam a desenvolver diabetes autoimune a partir de 12
semanas de idade, sendo mais prevalente em fémeas. Todavia, as alteracdes histoldgicas
costumam aparecer por volta de 3 semanas de idade, e consistem em aumento das células
endoteliais nos vasos das ilhotas e infiltracdo de células dendriticas, macrofagos e
neutréfilos culminando em insulite. Secundariamente, essas células atraem subgrupos
adaptativos ao infiltrado peri-insular principalmente T CD4+ e T CD8+ (Boitard, 2012;
Pearson et al., 2016).

Com feno6tipo albino, o carater homozig6tico para o halétipo H-2 desses camundongos
parece contribuir para o aparecimento de um vasto e diverso repertério de células T
autorreativas, que se desenvolvem devido a uma selecdo timica deficiente. Estudos com
camundongos NOD mostraram um menor nimero de linfocitos T, principalmente CD4+,
guando comparados a outras estirpes auto-imunes, como BALB/c selvagem. Logo, essa
linfopenia conduziria a uma expansdo celular natural, denominada proliferacao
homeostatica. Contudo, esse processo interfere na natureza das popula¢des de células T,
estimulando a expansao de células autorreativas, iniciando assim, a autoimunidade (King et
al., 2004; Dejaco et al., 2006; Askenasy, 2016). Existe um acumulo de células T
autorreativas no pancreas, 6rgdos linfoides e glandulas submandibulares, prejudicando a
producdo de IL-2 e culminando em uma resisténcia dessas células a apoptose (Kirsten et
al., 2010).

Além disso, 0 modelo NOD apresenta também defeitos na secrecdo de citocinas pelas
células T CD4+, com baixa producdo de IL-4 e com produgdo de IFN-y exacerbada
(Delovitch e Singh, 1997; Aoki et al., 2005). Em paralelo, ha também a presenca de outras

citocinas pré-inflamatorias em abundancia, tais como TNF-a e IL-1 (Kirsten et al., 2010).
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A penetrancia de DM1 nos camundongos NOD é altamente influenciada por fatores
ambientais, especialmente por exposi¢do a microbios e dieta, visto que a estimula¢do por
agentes infecciosos promove o0 amadurecimento do sistema imunoldgico e,
consequentemente, diminui a suscetibilidade a DM1. Estudos revelaram uma diminuicéo
significativa na incidéncia de DM1 em camundongos NOD tratados com uma dieta isenta
de glaten, caindo de 64% para 15% de prevaléncia (Funda et al., 1999). Além disso, a
deficiéncia em vitamina D parece ter um papel importante no desenvolvimento da doenca,
visto que camundongos tratados com a molécula apresentam menores taxas de DM1. Com
isso, para um manejo mais adequado desses animais faz-se necessario alocagdo em
biotérios livres de patdgenos, em gaiolas com microisoladores, autoclavadas e irradiadas,
abertas em fluxo laminar. Além de tratamento rigoroso com anti-helminticos e outros
patdgenos (Kirsten et al., 2010).

Camundongos NOD mantidos nesses padrdes exibem maior incidéncia de DM1 em
fémeas, cujas taxas variam entre 60-90%, enquanto em machos apresentam taxas de
aproximadamente 10-30%. A variacdo entre os géneros se da pelo fato das fémeas desta
linhagem desenvolverem uma insulite mais severa. Tal fato reforca o papel dos hormonios
sexuais no desenvolvimento de DM1 em camundongos NOD, visto que em machos
castrados a taxa de incidéncia aumenta, e em fémeas tratadas com andrdgenos estas taxas
diminuem (Delovitch e Singh, 1997).

2.4 Hipdtese da Higiene

A Hipotese da Higiene é uma das hipoteses mais importantes e mais bem aceitas no que
diz respeito ao aumento de doencas de distarbios imunologicos. Proposta por David
Strachan, em 1989, correlaciona mudancas nos padrdes de vida ocidentais com o aumento
de doengas autoimunes, como DM1. O termo “Hipotese da Higiene ndo faz mencéo a
comportamentos higiénicos individuais, mas refere-se a ampla carga de microorganismos
ambientais com 0s quais tem-se contato (Bach, 2018). Strachan sugere que o contato com
agentes patoldgicos, comuns na primeira infancia, teria um papel de maturagédo do sistema

imunoldgico, conferindo um status protetor contra autoagressdes (Egro, 2013). Uma
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explicacdo para essa hipdtese consiste no importante papel das infeccbes em selecionar
individuos sobreviventes, e moldar o sistema imunoldgico de modo a ndo desenvolver
respostas desproporcionais, lesivas para o proprio tecido (Cooke, 2009b).

As mudancas drasticas no ambiente, que vem acontecendo desde o século 20, tém
alterado a qualidade da higiene, da saude e das condigdes médicas. Inversamente a esse
cenario, temos aumentos consideraveis em doencas alérgicas e doengas autoimunes,
apontados por estudos epidemioldgicos (Bach, 1997; Cooke, 2009b; Bach e Chatenoud,
2012; Briggs et al., 2016). Em paralelo, varios estudos com modelos experimentais tém
demostrado que infecgdes por diferentes patdgenos podem prevenir doengas autoimunes.
Apesar dos dados epidemioldgicos sustentarem uma correlagdo robusta, 0s mecanismos
subjacentes ainda sdo pouco elucidados (Bach, 2018).

A variacdo na frequéncia de DM1 esta associada a varios motivos, e notavelmente ha
uma forte ligacdo de fatores genéticos a fatores ambientais. Na Europa genes de
susceptibilidade HLA s&o mais frequentes do que no Japédo, por exemplo (Todd, 1990;
Wang et al., 2017). No entanto, estudos com imigrantes que sairam de paises com baixa
incidéncia de DM1 para paises com alta incidéncia mostraram um aumento significante na
frequéncia da doenca na primeira geracdo de filhos dessas familias sugerindo a participacao
de outros fatores que ndo os genéticos (Bach e Chatenoud, 2012).

Em modelos experimentais NOD pode-se observar que o tipo de ambiente onde o0s
animais sdo mantidos interfere na incidéncia de DM1: animais mantidos em isolamento,
nos ambientes livres de patdgenos apresentam taxas de 60-90% de doentes, enquanto 0s
expostos a agentes microbianos ndo desenvolvem DM1 (Fernandes et al., 2005; Egro,
2013; Bach, 2018).

Camundongos NOD infectados por helmintos ou micobactérias, ou expostos a produtos
desses organismos, tiveram o curso espontdneo da DML inibido, propondo rotas
imunorreguladoras capazes de minimizar a reposta do hospedeiro a tecidos proprios e
reduzir lesdes locais (Cooke, 2009b; Bach, 2018).

Epitopos de agentes infecciosos podem interagir com células apresentadoras de
antigenos, que exercem interacdo com celulas Treg e células T autorreativas, suprimindo
sua acdo. Por sua vez, as células Treg respondem produzindo IL-10 e TGF-p, alterando o
microambiente de inflamacdo da DM1 (Egro, 2013). Os antigenos dos promotores de
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infeccbes competem por APCs, para ligacdo com peptideos antigénicos. Ha hipdteses que
esses antigenos causem respostas imunoldgicas mais fortes que concorrem com sinais de

respostas mais fracas, como de auto-antigenos (Egro, 2013).

2.5 Necator americanus

Necator americanus é um ancilostomideo nematoide, que parasita seres humanos. As
infecgBes por ancilostomideos afetam, aproximadamente, 740 milhGes de pessoas em todo
mundo, concentrando-se principalmente em paises tropicais. Necator americanus €
encontrado principalmente nas Américas, Africa tropical e ilhas no Pacifico, sendo um dos
nematdides mais prevalentes no Brasil (Hotez et al., 2004; Gaze et al., 2012; WHO, 2016).

Breve descri¢do do ciclo de vida de N. americanus:

e Ocorre a penetragdo cutanea de larvas em estado infectivo (L3), que atigem o
sistema circulatério e sdo carregados para os pulmdes, sobem o trato respiratério e
séo deglutidas.

e Ancilostomideos jovens, entdo, colonizam o intestino delgado, tornam-se fémeas e
machos adultos, que cruzam e liberam ovos nas fezes.

e Os ovos germinados desenvolvem larvas em estagios pré-infectivos, de vida livre,
até a eclosdo das mesmas e maturacdo em estagio infectivo completando o ciclo
(CDC, 2013).

Os ancilostomideos adultos presentes no intestino delgado utilizam-se da hemoglobina
como fonte de energia. Assim, hospedeiros com altas cargas parasitarias podem
desenvolver quadros de anemia ferropriva, especialmente graves em casos de gestantes e
criancas (Diemert et al., 2008).

As infeccOes por helmintos parasitas fizeram-se presentes no decorrer da evolugdo dos
seres humanos (Cooke, 2009a). Acredita-se que essa coevolucdo fez com que os helmintos
desenvolvessem adaptagdes as condicdes fisioldgicas, e mecanismos para se esquivarem do
ataque imunoldgico do hospedeiro (Wang et al., 2017). Respostas com perfil Th2 séo
favoraveis para a sobrevivéncia e manutencdo dos parasitas. Apesar de ndo estarem bem
descritos os fatores que desencadeiam esse perfil de resposta contra infeccdes helminticas,

sabe-se que os helmintos induzem a geracdo e proliferacdo de Treg e de citocinas anti-
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inflamatdrias, como IL-4, IL-10, IL-25, IL-33 e TGF-B (Zaccone e Cooke, 2013; Briggs et
al., 2016). Os antigenos de helmintos sdo capazes imunomodular as células imunolégicas
tanto da linhagem inata como adaptativa, a induzir a producdo de IL-10 e TGF-f. A IL-10,
estimulada por agentes infecciosos, tem papel de retardar ou inibir a resposta do
hospedeiro, além de limitar os danos aos tecidos (Cooke, 2009b; Briggs et al., 2016). Além
disso, esses antigenos propiciam uma resposta Th2 e estimulam a proliferacdo de células
Treg no intuito de manter a infeccéo (Taghipour et al., 2014; Briggs et al., 2016).

Ademais, pesquisas com infeccdo de N. americanus em humanos mostraram que as
células da mucosa de participantes infectados produzem menos IFN-y e IL-17, quando
compradas as célula da mucosa de participantes nao infectados, apesar de ndo reduzirem
sintomas clinicos da doenca (Wammes et al., 2014). Outros trabalhos em ratos mostraram
também que a eosinofilia gerada por helmintos podem ativar alternativamente macro6fagos,
através da secrecdo aumentada de IL-4 (Wammes et al., 2014).

Estudos com camundongos NOD mostraram que infeccdes helminticas podem impedir
0 desenvolvimento de DM1, inibindo resposta Thl e induzindo a uma resposta Th2. Tais
achados mostram uma linha promissora de terapias profilaticas para pré-diabéticos, ou co-
terapias, para amenizar o quadro da doenca (Zaccone e Cooke, 2013).

Terapias com helmintos devem, no entanto, ser cuidadosamente monitoradas a fim de se
evitar possiveis danos aos individuos submetidos a elas. Nesse contexto, terapias com
moléculas oriundas de helmintos visam a substituir técnicas de administracdo de parasitas

inteiros (Wammes et al., 2014; Briggs et al., 2016).
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais experimentais

Para este estudo foi escolhido o modelo experimental NOD, linhagem de camundongo
que desenvolve diabetes autoimune espontaneamente. Os animais foram disponibilizados
pelo biotério de produgéo do Instituto Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro (CECAL).

Fémeas NOD com seis semanas de idade, e atestado negativo para protozoarios e
helmintos, foram mantidas em microisoladores durante todo o experimento, sendo as caixas
abertas apenas em capela de fluxo laminar.

Os animais foram divididos em grupos Controle (n=15) e tratado (AdEx - n=15).
Alocou-se 5 animais por caixa com microisolador. Para minimizar o contato com
microrganismos, gaiolas, maravalha, racdo e agua foram esterilizados. Os camundongos
foram cuidados e mantidos em ambiente asséptico. Agua e comida estiveram disponiveis
ad libitum.

A licenca para utilizagio destes animais foi expedida pelo Comité de Etica em Uso de

Animais, da Universidade Federal de Minas Gerais, sob o nimero: 389 / 2012 (Anexo 1).

3.2 Obtencao de extrato bruto a partir de helmintos Necator americanus

O extrato bruto de helmintos adultos de N. americanus foi preparado previamente e
gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Ricardo Toshio Fujiwara, do laboratorio de Imunologia e
Génomica de Parasitos do Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Para a preparacdo do extrato, hamters foram previamente infectados com 100 larvas
infectantes em estagio 3 (L3i) de N. americanus, e mantidos infectados por 42 dias quando

foram eutanasiados conforme protocolo previamente estabelecido pelo grupo de pesquisa.
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Os nematodides adultos foram, cuidadosamente, retirados mecanicamente do intestino do
animal e lavados trés vezes em tampdo fosfato-salino (PBS) contendo antibidtico e
antimicético (Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri) para eliminacdo de residuos intestinais.
Apds as lavagens nesta suspensdo, os parasitos foram macerados mecanicamente em
solucdo de PBS estéril, sequido por sonicacdo da solugcdo em Ultrasonil Homegenizier —
Cole Parmer, cinco ciclos de um minuto, em uma amplitude de 60 Htz. Cada ciclo foi
intercalado com intervalos de 30 segundos. Os tubos foram mantidos em gelo, durante esse
processo, para evitar desnaturacdo das proteinas. Antes da sonicacdo, cada tubo foi lavado
exteriormente com &gua destilada para esfriar os mesmos.

Em seguida, a solucéo foi centrifugada em tubo Centricon de 10 KDa (Millipore Sigma,
Burlington, Massachusetts), para concentrar as proteinas, em ciclos de 4.000g, 10 minutos a
4°C. O sobrenadante, onde estdo proteinas de interesse, foi recuperado, filtrado em filtro de
0,22 micrometros. As proteinas foram dosadas através do método colorimétrico BCA —
Pierce (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts). A dosagem final obtida foi

ajustada para 1 mg/ml e mantida a -80°C até o uso.

3.3 Tratamento com extrato bruto de N. americanus

O tratamento dos camundongos NOD consistiu de injecdes intraperitoniais trés vezes
por semana, sendo o grupo AdEx tratado com 100uL de solugcdo contendo 15ug de
antigenos de N. americanus diluidos em PBS, e o grupo Controle tratado com 100uL de

solucdo indcua de PBS. A duracéo do tratamento foi de 18 semanas consecutivas.

3.4 Afericao de glicose

A partir da sexta semana de idade foi aferida, semanalmente, a glicose dos animais. Para
a afericdo de glicose semanal, foi coletada uma gota de sangue da cauda dos animais,

preferencialmente no mesmo horéario, em capela de fluxo laminar. A gota de sangue foi
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colocada em fitas ACCU-Check Active (Roche, Basileia, Suica), e inseridas no medidor
ACCU-Check Active (Roche) para leitura. Os dados foram coletados e anotados para

analises posteriores.

3.5 Producéo de laminas de esfregaco sanguineo

Ulterior a afericdo de glicose, também uma gota de sangue da cauda de cada animal foi
coletada para esfregaco sanguineo em laminas de vidro polarizadas. Apds a secagem das
laminas identificadas, o esfregaco sanguineo foi corado por Kit Panotico (Laborclin LB,
Curitiba, Parand). A descricdo breve deste protocolo de coloracdo segue os procedimentos:
fixagcdo por imersdo em solucéo de triarilmetano 0,1% (cinco vezes), coloragdo por imersao
em solugdo de xantenos 0,1% (cinco vezes) e coloracdo por imersdo em tiazinas 0,1%
(cinco vezes). Apos a coloracdo as laminas foram, gentilmente, lavadas em agua tipo 1 e
expostas para secagem a temperatura ambiente.

Esquema representativo do delineamento experimental utilizado Figura 1:
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Obtencao de extrato bruto de N. americanus (AdEx)

Infecgdo por L3i de Recuperagao de vermes adultos AdEX
N. americanus de N. americanus
@ 42 dias /-)
Validagdo por ovos nas fezes ‘F:-'Wha::er?:aﬂo . Estocar
v yd O PO OV SLES - Concentracao 20eC
Filtracdo
Tratamento Semanal Controle (PBS) =15
o ) AdEx n =15
Injecdo Intraperitoneal
A 3X/Semana
LY
1#2% 3% 4% 5% G* 7* 8% 9% [0* 11* 12* 13* 14* 15* 16* 17* I8

semana

Figura 1: Esquemas experimentais adotados para obtencdo de extrato bruto de N. americanus e
Tratamento semanal dos animais NOD.

3.5.1 Analise das laminas de esfregaco sanguineo

Em cada lamina foram realizadas contagens diferenciais relativas e totais de leucdcitos,
discriminando-se diferencas entre nucleos e granulos citoplasmaticos presentes em cada
tipo celular, conforme parametros ja estabelecidos (Vanilda e Nascimento, 2014). Os dados
foram tabelados de forma pareada para posterior analise.

Das laminas de esfregaco sanguineo de cada camundongo foram feitas contagens
absolutas (100 células/lamina) e relativas (20 campos da mesma lamina) dos leucocitos.
Fez-se necessario tal utilizar tal metodologia, visto a impossibilidade de se fazer

hemogramas semanais que demandam grandes quantidades de sangue.
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3.6 Procedimentos de eutanasia dos animais

Na décima oitava semana de tratamento, os animais foram eutanasiados, em capela de
esterilizacdo, por injecdo dos anestesicos Cetamina e Xilazina (proporcdo 1:1) em dose
letal, seguindo as recomendacdes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Foi
realizada puncao cardiaca para retirada do sangue, utilizando seringas de 1ml hipodérmicas.
O sangue coletado foi reservado individualmente para posterior retirada do soro. Os
animais tiveram seus abdomens higienizados com alcool 80% antes da retirada do baco. O
baco removido foi acondicionado em meio de cultura completo (MC) [MC= RPMI 1640
(Gibco, Waltham, Massachusetts) + gentamicina 40ug/ml (Sigma)+ soro fetal bovino
inativado (Cultilab, Campinas, Sdo Paulo)]. O pancreas recolhido de cada animal foi
acondicionado, individualmente, em solucdo de formalina 4% tamponada com PBS, para

subsequente confeccdo de blocos de parafina e futura avaliacdo do infiltrado inflamatorio.

3.6.1 Obtencéo de soro a partir do sangue

Os tubos com sangue foram resfriados a 4°C durante 1 hora e centrifugados a 4.000xg
por 10 minutos para retirar o soro, sendo posteriormente armazenados a -80°C até a
avaliacdo de citocinas.

3.6.1.1 Dosagem de Citocinas no Soro (CBA)

O soro recuperado, e mantido a -80°C foi descongelado em gelo, e 25ul das amostras, ja
centrifugadas, foram dispostas em placa de 96 wells, fundo em ‘U’ (BD, Franklin Lakes,
Nova Jersey). Para a dosagem de citocinas no soro foram utilizados os Kits: BD Citometria
Bead Assay (CBA) Mouse Th1/Th2/Thl7 e BD Citometria Bead Away (CBA) Mouse
Inflammation. Seguindo o protocolo do fabricante, os padrdes de citocinas foram

reconstituidos e fez-se a curva padrdo com dilui¢bes seriadas (TS=5000pg/mL;
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1:2=2500pg/mL; 1:4=1250pg/mL; 1:8=625pg/mL; 1:16=312,5pg/mL; 1:32=156pg/mL;
1:64=80pg/mL; 1:128=40pg/mL e 1:256=20pg/mL). Foi adicionado 15ul de mix de beads,
e em seguida, reagente PE em todos os pocos utilizados. A placa foi incubada por trés
horas, a temperatura ambiente, em agitador, protegida da luz. Apos a incubacdo, 160pul do
reagente de lavagem do kit foi adicionado aos pocos, e a placa centrifugada por 10 minutos,
a 400xg, 18°C. Cuidadosamente, a placa foi vertida e foi adicionado mais 200ul de
reagente de lavagem.

A leitura da placa foi feita na plataforma de citometria do Instituto René Rachou, no
citbmetro FACSVerse.

3.6.1.2 Dosagem de Oxido Nitrico em Soro

A dosagem de 6xido nitrico (NO) no soro dos camundongos, foi feita de forma indireta
através da reacdo de Griess. Essa reacdo detecta os produtos estaveis da via de sintese de
Oxido nitrico, o nitrito, mediante a oxidagdo do NO presente no soro.

Inicialmente, foi feita uma curva padrdo com concentra¢fes conhecidas de nitrito de
sodio (100uM; 50uM; 12,5uM; 6,25uM; 3,12uM; 1,56uM e 0uM), diluidos em 100ul de
alcool absoluto gelado, conforme protocolo previamente estabelecido em nosso grupo. Na
sequéncia, em uma placa de 96 wells, fundo chato, foram colocados 50l de cada amostra
de soro, seguido pelo mesmo volume de solucdo de Griess (=sulfanilamida 2% diluida em
H3PO,4 5% e de N-1-naphtylethtylenodiamina -NEED 0,2%, também diluido na solugédo de
sulfanilamida 2% ). A placa foi incubada por 10 minutos, protegida da luz. A leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro a 540nm. A absorbancia média da duplicata obtidas nas
amostras foi comparada as absorbancias (x) da curva-padrdo, e convertidas em

concentracdo (y) utilizando a formula: y = 139,73x - 7,3076.
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3.6.2 Recuperacdo de esplendcitos

Os bacos foram, individualmente, macerados e passados no filtro Cell-strainer 70
micréns (BD BioSciences), para remoc¢éo de particulas maiores. Nas células recuperadas
foi acrescentado 10ml de MC e foram centrifugadas a 350xg 4°C por 10 minutos. As
células foram ressuspendidas em 9ml de agua destilada estéril, sendo imediatamente
acrescido 1ml de PBS 10X estéril, para lise de hemacias. Os tubos foram novamente
centrifugados a 350g 4°C por 10 minutos, e as células ressuspendidas em 1ml de MC para
contagem em camara de Neubauer, na dilui¢do de 1:20 (10uL de solucdo com células em
190uL de solugdo de Turk). As células foram diluidas para concentracdo 1x10°
células/80uL, distribuidas em placas de 96 pocos (fundo U) e incubadas por 4 horas em
20uL de solucao contendo Brefeldina A (10pg) (Sigma), PMA (5pg) (Sigma) e ionomicina
(50png) (Sigma). Apds a incubagdo, as placas com células foram centrifugadas 350xg 4°C
por 10 minutos e S0uL do sobrenadante de cada animal foram retirados e colocados em
placas de 96 pocos de fundo chato, congeladas a -20°C, até o uso e posterior avaliacdo da
producdo de 6xido nitrico.

O restante dos esplendcitos ndo plaqueados foi centrifugado individualmente por 10
minutos a 10.000xg, o sobrenadante foi removido e 1mL de solucéo Trizol foi colocado por
tubo. Os tubos foram armazenados em freezer -80°C para posterior avaliacdo da expressao

génica.

3.6.2.1 Marcacao dos esplendcitos para citometria de fluxo

Apos as quatro horas de incubagdo, os espendcitos, em placa de 96 pocos, foram
lavados duas vezes a 350xg 10 minutos 4°C em PBS para remogdo de MC. Apés a
lavagem, foram acrescentados 200ul de solucdo bloqueadora da por¢cao Fc (BD
Biosciences) e as células foram incubadas a 37°C por 30 minutos. Anticorpos para a
marcacdo de moléculas de superficie foram acrescentados de acordo com dilui¢do prévia

determinada no volume de 20uL/pogo diluidos em solucdo PBS-wash (BSA 5% em PBS).
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Células foram incubadas por 30 minutos a 4°C. Apds a incubacdo, as células foram lavadas
duas vezes com PBS a 350g 10 minutos a 4°C. Ao pellet foi acrescentada solucdo de
formaldeido a 4% em PBS e as células foram incubadas por 20 minutos com posterior
lavagem 2 vezes com PBS a 350xg 10 minutos 4°C. Células foram entdo incubadas com
solucdo permeabilizante de saponina 0,5% em PBS-W (PBS-P) por 30 minutos seguidas de
centrifugacdo a 350g 10 minutos a 4°C. Para a marcacdo de citocinas intracitoplasmaticas,
anticorpos anti-citocinas foram diluidos em solucdo permeabilizante de acordo com
concentracdes previamente estabelecidas. Foi acrescentado 20uL de solugdo de anticorpo
por poco, contendo esplendcitos. As células foram incubadas por 30 minutos a 4°C.
Posteriormente, as células foram lavadas 2 vezes com solucdo permeabilizante (PBS-P) e
mais 2 vezes com PBS a 350g 10 minutos 4°C. A leitura em citdmetro de fluxo (Fortessa —
BD Biosciences) foi realizada no dia seguinte e calibracdo foi feita com calibrites (BD

Biosciences) por técnico especializado.

3.6.2.1.1 Anticorpos utilizados

Para a marcacdo dos esplendcitos e das citocinas foram usados os anticorpos listados na
Tabela 3, acoplados aos seus respectivos fluorocromos. O comprimento de onda indica a
faixa de cor emitida pelo fluorocromo apds excitacdo com laser. A concentracdo de cada

anticorpo utilizado foi determinada anteriormente em nosso laboratério (Tabela 2).



Tabela 2: Anticorpos utilizados para marcacéo de esplendcitos

Anticorpo Fluorocromo Comprimento de Onda Fabricante
emitido
Anti-CD3 FITC 600nm BioLegend
Anti-CD4 PerCPCy 5.5 3000nm BioLegend
Anti-CD8 BV 421 500nm BioLegend
Anti- BV510 2000nm BioLegend
CD62L
Anti-CD3 AF 700 200nm BiolLegend
Anti-CD25 APC-Cy7 200nm BioLegend
Anti-F4/80 FITC 700nm BiolLegend
Anti-IFN-y P.E. 575nm BioLegend
Anti-I1L4 P.E. 575nm BiolLegend
Anti-IL5 P.E. 575nm BioLegend
Anti-1L10 P.E. 575nm BiolLegend
Anti- 1L12 P.E. 575nm BioLegend
Anti- 1L17 P.E. 575nm BiolLegend

Anti-TNF- P.E. 575nm BioLegend

o
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3.6.2.1.2 Anélise dos dados a partir do citdmetro de fluxo

Os dados gerados pela leitura no citdbmetro de fluxo foram analisados pelo programa
FlowJo 10.0. A analise percorreu o seguinte protocolo: FSC-H versus FSC-A (largura Vs.
Altura), onde as celulas foram selecionadas para incluséo de células Unicas (singlets). Desta
selecdo, as células foram entdo distribuidas por tamanho (FSC-H) e granulosidade (SSC-
H), e feita selecdo para mononucleares. Estas células foram entdo analisadas de acordo com

o0 anticorpo utilizado e levando em consideracdo controle negativo de fluorescéncia.

3.6.2.2 Dosagem de 6xido nitrico em sobrenadante de cultura de esplendcitos

A dosagem de éxido nitrico (NO) nos sobrenadantes de cultura primaria de esplendcitos
também foi feita de forma indireta, através da reacdo de Griess.

Uma curva padrdo com concentra¢fes conhecidas de nitrito de sédio (100uM; 50uM;
12,5uM; 6,25uM; 3,12uM; 1,56uM e OuM), foi feita usando-se como diluente RPMI. Na
sequéncia, em uma placa de 96 wells fundo chato, foram colocados 25ul de cada amostra
de sobrenadante (em meio de cultura RPMI), seguido pelo mesmo volume de solugéo de
Griess (=sulfanilamida 2% diluida em H3PO4 5% e de NEED 0,2%, também diluido na
solucdo de sulfanilamida 2% )). A placa foi incubada por 10 minutos protegida da luz. A
leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 540nm. A absorbancia média da duplicata
obtidas nas amostras foi comparada as absorbancias (x) da curva-padréo, e convertidas em

concentracdo(y) utilizando a formula 'y = 139,73x - 7,3076.
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3.6.2.3 Anélise da expressao de citocinas em esplendcitos por Reacdo de Cadeia
da Polimerase (PCR) em tempo real

A fim de se investigar a expressdo génica de citocinas de perfil Thl, Th2 e Th17, nos
diferentes grupos, foram feitos ensaios de gRT-PCR. Para tanto, foi adicionado Trizol®
(Invitrogen, Carlsbad, Califérnia) a uma porcao dos esplendcitos em cultura. O RNA dos
mesmos foi extraido seguindo instru¢cbes do fabricante. Ao final do protocolo, a
concentracdo do RNA extraido foi estimada por leitura em espectrofotdmetro Nanodrop
(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts), a 260nm. As raz6es 260 /230 e 260 /280, que
indicam a qualidade do RNA, também foram observadas (~1.8 e 2.0).

Na sequéncia, as amostras foram tratadas com DNAse (RQI, Promega) para remocdo de
possiveis residuos de DNA genémico. Em seguida, a reagdo de transcrigcdo reversa foi feita
utilizando todo o volume de RNA tratado com DNAse (10ul), enzima transcriptase reversa
(Super Script I, Invitrogen) e Random Primers (Promega, Madison, Wisconsin), em um
volume final de 20ul. As etapas de incubacdo, bem como os ciclos e suas temperaturas
foram seguidos de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Tendo em méos cDNA das amostras, o ensaio de gRT-PCR foi feito utilizando os

primers (Tabela 3):
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Tabela 3: Genes testados pela técnica de gRT-PCR. Conjuntos de primers (5" — 3")

empregados na reacdo de amplificacéo

Tamanho
do

Gene Foward Reverse amplicon
p-act TTGTTACCAACTGGGACGAC ACGGTTGGCCTTAGGGTT 125
IFNy CGGCTGACCTAGAGAAGACA GTAACAGCCAGAAACAGCCA 160
IL-172 AGGCCCTCAGACTACCTCAA CAGGATCTCTTGCTGGATGA 177
TGF TTTAGGAAGGACCTGGGTTG CTTGCGACCCACGTAGTAGA 216
iNOS TGGCTGTGCTCCATAGTTTC TTCAACATCTCCTGGTGGAA 187
IL-122 CTTTGATGATGACCCTGTGC GCAGAGTCTCGCCATTATGA 183
IL-5 GCTGGCCTCAAACTGGTAAT TGGTAACATGCACAAAGCCT 152
IL-13 ACTGCAGTCCTGGCTCTTG GAGGCCATGCAATATCCTCT 261
IL-22 GACAGGTTCCAGCCCTACAT ATCGCCTTGATCTCTCCACT 167
IL-33 GCTTCCAACTGAAGAAAGGG GGAAAGAGCAAGGCTGAATC 186
IL-21 AAATGCCCTTCCTGTGATTC CTGCATTCGTGAGCGTCTAT 191
Arg GGTTCTGGGAGGCCTATCTT AAGCAAGCCAAGGTTAAAGC 171
Retlna GTCCTGGAACCTTTCCTGAG AGCTGGATTGGCAAGAAGTT 180
IL-27 TGGGATACCATCTTCCCAAT GCTCCCTCTCTGAGCTGGT 159
IL-10 TAAGGGTTACTTGGGTTGCC TCACTCTTCACCTGCTCCAC 213

As amplificacdes por PCR foram feitas em duplicata, usando 10ng de cDNA

por

reacdo. Além desses, foram adicionados os primers, o reagente SyBR Green para PCR em

tempo real, num volume final de 15ul por reacéo.

As condicdes da reacdo foram 50°C durante 2 minutos, 95°C durante 10 minutos e 40

repeticbes de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. As leituras de fluorescéncia

foram realizadas pelo equipamento Step One Plus (Applied Biosystems, Foster City,

Califérnia) e, posteriormente, analisados pelo Step One Software (Applied Biosystems).
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3.6.5 Histologia das amostras pancreéticas

3.6.5.1 Confecgdo de laminas coradas com método Hematoxilina-Eosina (H.E.)

As amostras de pancreas dos camundongos, ja fixados em formalina tamponada, foram
submetidos a parafinizacdo e emblocamento, seguindo as etapas: Formol 10%, 1 hora; uma
passagem em alcool etilico 70%, 1 hora; duas passagens em alcool etilico por uma hora;
uma passagem em alcool absoluto, por uma hora; uma passagem em acetado de butila; trés
passagens em xilol, por uma hora; parafina a 65°C por uma hora e parafina a 60°C por uma
hora.

Dos blocos ja parafinizados foram feitos cortes de 4um em micr6tomo, colocados em
laminas comuns para microscopia. As laminas, previamente identificadas, foram mantidas
em estufa a 65°C, por 45 minutos, seguidas de duas etapas de 10 minutos em Xilol para
desparafinizacdo. Logo, as laminas foram submetidas as etapas de hidratacdo que
consistiram em banhos em alcool etilicos (absoluto I, absoluto 1I, 80%, 70% e 50%, e
finalmente agua corrente) durante 5 minutos cada.

Para coloracdo, as laminas foram submersas em hematoxilina por 5 minutos, e lavadas
em agua corrente por 3 minutos. Em seguida, foram submersas em eosina por 3 minutos e
lavadas em agua corrente por um minuto.

Os cortes foram, entdo, desidratados em banhos sequenciais de alcoois (70%, absoluto I,
absoluto I1). Para fixacdo do corante, mais dois banhos de xilol de 5 e 10 minutos.

Finalizado o processo de coloracdo, aplicou-se uma laminula em cada uma das laminas,
seladas com cola especial (Entellan — Meck Millipore, Burlington, Massachusetts, EUA).

As laminas de amostras pancreaticas foram analisadas observando-se a morfologia das
ilhotas e a presenca de infiltrado inflamatorio. As ilhotas foram classificadas de forma
qualitativa: A) Sem insulite; B) Insulite moderada C) Perinsulite D) Insulite Severa,

conforme adaptacdo da técnica de Ukah, 2017 (Figura 2).



49

Figura 2: Painel de segbes pancreaticas com enfoque nas ilhotas. As figuras mostram,
respectivamente, uma ilhota saudavel (2A), uma ilhota com insulite moderada (2B), peri-insulite na
ilhota (2C) e ilhota j& bem destruida pelo infiltrado inflamatério (2D). Adaptado de Ukah, 2017.

3.6.5.2 Imuno-histoquimica das amostras de pancreas

As amostras de pancreas dos camundongos, ja fixados em formalina tamponada, foram
submetidos a parafinizacdo e emblocamento, seguindo as etapas: Formol 10%, 1 hora; uma
passagem em alcool etilico 70%, 1 hora; duas passagens em &lcool etilico por uma hora;
uma passagem em alcool absoluto, por uma hora; uma passagem em acetado de butila; trés
passagens em Xilol, por uma hora; parafina a 65°C por uma hora e parafina a 60°C por uma
hora.

Dos blocos, foram feitos cortes de 4um em micr6tomo, colocados em laminas para
imuno-histoquimica (ImmunoSlide, Ulster, Reino Unido). Os cortes foram, entdo,
desparafinizados em estufa a 65°C por, pelo menos, 8 horas. A desparafinizacdo seguiu
com dois banhos de xilol (20 e 6 minutos, respectivamente) e dois banhos em alcool
absoluto (10 minutos e 15 segundos, respectivamente). A préxima etapa foi a recuperacdo
antigénica, onde as laminas foram submetidas a imersdo em tampéo citrato (pH 6,0), em
panela de vapor (CuisinArt) por 40 minutos (aproximadamente 95°C). A imunomarcagéo
foi feita utilizando o Sistema de deteccdo do Polimero Novolink (Leica, Wetzlar,
Alemanha). Logo, as demais etapas, incubacdes e lavagens seguiram as instrucdes do
fabricante. Apds resfriamento, foram feitas as etapas de blogqueio de peroxidase endogena
(5 minutos); bloqueio de proteinas (PBS, BSA 2% + Tween 20 0,1% por 15 minutos),
incubagdo com anticorpo primério, bloqueio com anticorpo pos-primario (30minutos),

reacdo do polimero (anticorpo secundario — 30 minutos), deteccdo por sistema DAB (3,3'-
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diaminobenzidina por 3minutos), e finalmente, contra coloragdo dos cortes por
hematoxilina (5 minutos). O periodo de incubagdo com anticorpo primario diferiu-se entre
os anticorpos, sendo adotado o periodo de incubacdo de uma hora para anticorpo primario
anti-insulina (clone T56-706, BD Bioscience, Hampton, Nova Hampshire) a temperatura
ambiente, e incubacdo overnight, a 4°C para os anticorpos primarios anti-CD4
(clone H129.19, BD Bioscience), anti-CD8 (clone 53-6.7, BD Bioscience) e anti-F4/80
(clone T45-2342, BD Bioscience), conforme padronizacdo prévia em nosso laboratétio. Foi
utilizado o anticorpo pos-primario do kit para marcagdo anti-insulina (coelho anti-1gG de
camundongo) e para os demais anticorpos primarios foi utilizado o anticorpo coelho anti-
IgG de rato (clone ab6703, Abcam, Cambridge, Reino Unido). Uma vez feitas as
marcacdes, os cortes foram cobertos por laminulas.

A técnica de imuno-quimica nestas amostras de pancreas ndo funcionou. As marcacoes
utilizando tais anticorpos apresentaram alto marcacdo de fundo e muitas marcacgoes

inespecificas.

3.7 Analise estatistica dos dados

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, California,
Estados Unidos). Para comparacdo dos dados entre os grupos PBS e AdJEX da curva
glicémica, contagem leucocitaria relativa e diferencial foi utilizado o teste T com mdultiplas
comparagdes com correcdo de Holm-Sidak. Para analise da diferenca nos esplendcitos dos
grupos PBS e AdEX, foi utilizado o teste ndo paramétrico ndo pareado de Mann-Whitney.
Correlacdes entre os indices glicémicos e os esplendcitos foram analisadas através da
Correlacdo ndo paramétrica de Spearman. Intervalo de confianga foi de 95% sendo

considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 A glicemia dos animais néo foi alterada pelo tratamento com extrato bruto de
N. americanus

Os valores de glicose mensurados a cada semana foram agrupados em um grafico
heatmap (Figura 3). O heatmap foi tracado comparando os valores de glicemia semanais de
cada animal ao valor de glicemia na semana O em porcentagem. Neste grafico valores
préximos ao da semana zero (até 20%) estdo representados em verde, quanto maior a
diferenca em relacdo a mesma semana maior a intensidade de vermelho representada.

Pelo grafico pode-se observar um menor numero de quadrantes vermelhos no grupo
tratado com extrato bruto (Figura 3B), comparado ao grupo grupo Controle, tratado com
extrato bruto (Figura 3A). Contudo, a analise da curva de glicemia pelo programa de
analise o teste T com mudltiplas comparacdes com correcdo de Holm-Sidak (P<0,05),

mostrou que as diferencas, visualmente observadas, ndo foram significativas (Figura 4).
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Figura 3 - Heatmap dos valores de percentil de glicemia. Grupos Controle (A) e AJEX. (B). O gréfico
mostra a evolugao dos niveis de glicemia de cada camundongo no decorrer das semanas comprados a semana
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0 (zero). Os valores ilustrados sdo dados em percentil. Os quadros azuis indicam auséncia de valor devido a
morte do animal.
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Figura 4 - Curva dos valores de glicemia mensurados semanalmente. Valores representam médias
dos grupos Controle e AJEX.

4.2 Tratamento com extrato bruto de N. americanus altera niveis de leucécitos em

sangue de camundongos NOD

Das laminas de esfregaco sanguineo de cada camundongo foram feitas contagens
absolutas, contando 100 células/lamina, e relativas, contagem dos leucocitos em 20 campos
da mesma lamina. Fez-se necessario utilizar tal metodologia, visto a impossibilidade de se
fazer hemogramas semanais que demandam grandes quantidades de sangue.

Todas as andlises estatisticas foram feitas a partir do teste T, com mdultiplas
comparagbes com correcdo de Holm-Sidak. O intervalo de confianca foi de 95% sendo
considerados estatisticamente significantes valores de p< 0,05. As barras representam o
erro do desvio padrdo da média, e os circulos o valor da média do grupo na respectiva

semana.

4.2.1 Linfocitos
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Durante o curso do experimento, foram observadas diferencas significativas na
contagem absoluta de linfocitos apenas na semana 16 (Figura 5A), sendo o numero de
linfocitos circulantes maior no grupo AdEX. Apesar de ndo terem sido observadas
diferencas em outras semanas, a contagem absoluta dessas células aponta um maior nimero
de linfécitos a partir da 10? semana no grupo AdEX.

Na contagem relativa, foram observados aumentos significativos no nimero de
linfocitos nas semanas 6, 7 e 10, no grupo Controle (Figura 5B). Pela contagem relativa, o
grupo Controle manteve numeros de linfocitos, ligeiramente, maiores do que 0 grupo

AdEX a partir da 22 semana de experimento (Figura 5B).
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Figura 5 — Efeito do tratamento com extrato bruto de N. americanus em camundongos NOD
em linfécitos circulantes. Curva dos valores médios semanais dos nimeros absolutos (A) e
relativos (B) de linfocitos dos grupos Controle e AdEX. O asterisco assinala a semana com valor
p<0,05 (Figura 5A — Semanal6: p= 0,0016. Figura 5B - Semana 6: p= 0,0012; Semana 7: p=
0,0008; Semana 10: p= 0,003).
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4.2.2 Eosinofilos

Foram observadas diferencas significativas na contagem absoluta de eosindfilos nas
semanas 3, 6, 7 e 11 (Figura 6A), enquanto na contagem relativa foram observadas
diferencas nas semanas 0, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 14, 17 e 18 (Figura 6B).

Na maioria das semanas de tratamento, os numeros de eosinofilos do grupo AJEX se
manteve maior do que os nimeros de eosindfilos do grupo Controle, tanto na contagem

absoluta como na contagem relativa (Figura 6A e B).
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Figura 6 - Efeito do tratamento com extrato bruto de N. americanus em camundongos NOD em
eosinofilos circulantes. Curvas dos valores médios semanais dos nimeros absolutos (A) e relativos (B) de
eosindfilos dos grupos Controle e AJEX. Os asteriscos assinalam as semanas com valores p<0,05 (Figura 2A
— Semana 3: p= 0,0001; Semana 5: p= 0,0031; Semana 9: p= 0,0004; Semana 11: p= 0,0002. Figura 2B —
Semana 0: p= 0,0006; Semana 2: p=0,0040; Semana 3: p< 0,001; Semana 4: p< 0,001; Semana 5: p< 0,001,
Semana 6: p< 0,001; Semana 7: p< 0,001; Semana 8: p< 0,001; Semana 9: p< 0,001; Semana 10: p< 0,001;
Semana 11: p< 0,001; Semana 14: p=0,0063; Semana 17: p= 0,0045; Semana 18: p< 0,001.)
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4.2.3 Leucometria Total Absoluta

Foram constatadas diferengas estatisticamente significativas na contagem total de
leucdcitos das semanas 11 e 12 (Figura 7). Pelo grafico de leucometria total, pode-se
observar que a partir da 112 semana, houve maiores numeros de células no grupo tratado
com antigenos (AdEX), excetuando-se a 13* e 18% semanas, onde 0s nUmeros
apresentaram-se semelhantes (Figura 7).

TOTAL

509
— AdEx *

= = Controle

10

numero de células

semanas

Figura 7 - Efeito do tratamento com extrato bruto de N. americanus em camundongos NOD em
leucdcitos circulantes. Curvas dos valores médios semanais de leucometria absoluta dos grupos Controle e
AdEX. Os asteriscos assinalam as semanas com valores p <0,05 (N = 30; Semana 11: p= 0,0008. Semana 12:
p= 0,0027).

4.3 Tratamento com extrato bruto de N. americanus aumenta nimero de linfécitos

e macrdéfagos produtores de IL-4 e IL-10

Para caracterizacdo dos leucocitos no bago, os esplendcitos em cultura foram marcados

com anticorpos de superficie. Os mesmos foram também marcados por anticorpos
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intracelulares para avaliacdo da producdo de citocinas. Com esses dois tipos de marcagao
foi possivel determinar, quantitativamente, quais tipos celulares estavam produzindo as

citocinas investigadas.

4.3.1 Linfécitos T CD4+

As marcacGes com anticorpos mostraram que no grupo tratado com extrato bruto
(AdEX) h& mais linfécitos T CD4+ produzindo IL-4 (Figura 8A) e IL-10 (Figura 8B), do
que no grupo tratado apenas com PBS (Controle). N&o foi constatada significancia, entre os
grupos Controle e AJEX, quando comparadas as quantidade de células T CD4+ que
produzem IFN-y, TNF, IL-5 e IL-17.
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Figura 8 — Tratamento com extrato bruto aumenta namero de linfécitos T CD4+ produtores de IL-4 e
IL-10. Células T CD4+ produzindo interleucina 5 (A) e 10 (B), entre os grupos controle e AJEX. Grupo
Controle: N = 11; Grupo AdEX: N = 12. Teste ndo paramétrico ndo pareado de Mann-Whitney, sendo
considerados significativos valores de p< 0,05.

4.3.2 Linfécitos T CD4+CD25+

No grupo AdEx também foi observado um maior nimero de linfocitos T CD4+CD25+

produzindo IL-10 (Figura 9A) quando comparado ao grupo Controle. Ndo foi observada
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significancia entre os grupos Controle e AJEX quando comparadas as quantidades de
células T CD4+ CD25+ que produzem IFN- vy, TNF, IL-5 e IL-17.
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Figura 9 - Tratamento com extrato bruto aumenta namero de linfécitos T CD4+CD25+ produtores de
IL-4 e IL-10. CD4+CD25+ produzindo interleucina 10, entre os grupos controle e AdEX. Grupo Controle: N
=11; Grupo AJEX: N =12 (IL-10).

4.3.3 Linfécitos T CD8+

Resultado semelhante aos linfécitos T CD4+ foi observado também em linfocitos T
CD8+, do grupo tratado com antigenos (AdEX), que exibiram maior quantidade dessas
células produzindo IL-4 (Figura 10A) e IL-10 (Figura 10B), comparados aos mesmos
linfocitos do grupo Controle. N&o se observou significancia entre os dados dos grupos
Controle e AJEX quando comparadas as quantidades de células T CD8+ que produzem
IFN- v, TNF, IL-5 e IL-17.
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Figura 10 - Tratamento com extrato bruto aumenta nimero de linfécitos T CD8+ produtores de IL-4 e
IL-10. Comparacdo quantitativa de linfécitos T CD8+, produzindo interleucina 4(A) e 10(B), entre 0s grupos
controle e AdEX. Grupo Controle: N = 11; Grupo AJEX: N = 12.

4.3.4 Macrofagos

Quanto a populacao de macrdfagos presentes no bago, foram observados que animais do
grupo AdEX exibiram maior nimero de células produzindo IL-10 quando comparados ao
grupo Controle (Figura 11). N&o se observou significancia entre os grupos Controle e
AdEX quando comparadas as quantidades de macréfagos que produzem TNF e IL-17.
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Figura 11 - Tratamento com extrato bruto aumenta nimero de macro6fagos produtores de IL-10.
Comparagdo quantitativa de macréfagos produtores de interleucina 10, entre os grupos controle e AdEX.
Grupo Controle: N = 11; Grupo AJEX: N = 12.
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4.4 CorrelagOes negativas entre glicemia e citocinas produzidas pelos animais

tratados com extrato bruto de N. americanus

A fim de se investigar se as citocinas, produzidas pelos leucocitos, influenciaram nas
taxas de glicose, foram cruzados os dados de glicemia semanal com os dados de citomeria
de fluxo. Os graficos gerados foram analisados pelo método estatistico de Correlagdo néo
paramétrica de Spearman. Valores de p<0,05 foram, estatisticamente, considerados
significativos.

Foram observadas correlacBes negativas entre os niveis de glicemia e a producéo de IL-
4 por linfécitos T CD4+ (r= -0,6714; p=0,0183) e T CD8+ (r= -0,6749; p=0,0174), bem
como correlacdo negativa entre os niveis de glicemia e producgdo de IL-10 por linfocitos T
CD4+ (r= - 0,6797; p=0,0264) em animais tratados com extrato bruto, na 172 semana,

conforme mostra a Figura 12.
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Figura 12 — Correlagdes negativas dos niveis de glicose (semana 17) e populagdes celulares produtoras de
citocinas no grupo tratado com AJEX. IL4 (A) e IL10 (B) produzida por células T CD4+, e IL4 (C)
produzida por células T CD8+. Maiores quantidades dessas interleucinas reduzem os niveis de glicemia em

animais tratados com extrato bruto.

4.5 Tratamento com extrato bruto de N. americanus diminuiu producdo de

oOxido nitrico

Por meio da reacdo de Griess, foram dosados o 6xido nitrico no soro e no sobrenadante

de cultura de esplendcitos.
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Foram observadas menores quantidades de 6xido nitrico no soro de animais do grupo

tratado AdEXx, quando comparadas aos animais do grupo Controle (Figura 13).
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Figura 13 — Animais tratados com extrato bruto de N. americanus apresentaram menores quantidades de
NO no soro. Valores representam a média dos valores dos animais com desvio padrdo. Grupo Controle: N=11

e Grupo AdEx: N= 12,

Em conformidade com os dados do soro, também no sobrenadante de cultura de

esplendcitos dos animais do grupo AdEx foram encontradas menores quantidades de éxido

nitrico (Figura 14).
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Figura 14 - Sobrenadante de cultura de esplendcitos de animais tratados com extrato bruto de N.
americanus apresentaram menores quantidades de NO. Valores representam a média dos valores dos
animais com desvio padrdo. Grupo Controle: N=11 e Grupo AdEX: N= 12.
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4.6 Tratamento com extrato bruto de N. americanus alterou a producéo de

citocinas

Foram observadas diferencas estatisticamente significativas nas dosagens das citocinas:
IL-2 (Figura 15A), IFN-y (Figura 15B), IL-12 (Figura 15C), IL-6 (Figura 15D), IL-4 (Figura
15E) e IL-10 (Figura 15F) quando comparados os grupos AdEx e Controle. Nas dosagens de
todas as citocinas j& mencionadas, as quantidades dessas moléculas circulantes no plasma
estavam aumentadas no grupo AdEX. Ndo foram observadas diferencas, estatisticamente,

significativas nas dosagens das citocinas IL17a, TNF-o. e MCP1.
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Figura 15 — Tratamento com extrato bruto de N. americanus aumenta producéo das citocinas IL-2, I1L-4,
IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y. Grupo Controle: N=11 e Grupo AdEx: N=12.
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4.7 Animais tratados com AdEx apresentaram menos ilhotas com infiltrado
inflamatdrio na analise Histologia das amostras de pancreas

4.7.1 Laminas Coradas por H.E.

Com a avaliagdo das laminas coradas por H.E. pode-se observar que os animais tratados
com extrato bruto de helminto apresentavam maior numero e tamanho de ilhotas quando

compradas ao grupo controle (Tabela 4).

Tabela 4: Relacdo nimero e classificacdo de ilhotas por grupo de animais ap0s 18 semanas
de tratamento:

Controle AdEXx
n=11 n=12
N° de animais 11 12
Total llhotas 27 52
Sem insulite 8 22
Insulite Moderada 3 8
Perinsulite 5 6
Insulite Severa 11 16
Média de ilhotas por
) 2,4 43
animal

Também observou-se que no grupo AdEx mais de 42% dos animais ainda ndo
apresentavam infiltrado inflamatdrio em suas ilhotas, enquanto que no grupo Controle quase

41% dos animais apresentavam insulite severa (Figura 16).
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Figura 16: Gravidade do infiltrado inflamatdrio encontrado nas ilhotas pancreaticas dos grupos Controle
e AdEx ao final de 18 semanas de tratamento. Grupo Controle n=11 e Grupo AdEx N=11

4.8 O tratamento com AdEX alterou a expressédo de citocinas nos animais

A partir do restante de células do baco, foram feitas gRT-PCR com 0s genes ja citados.
Dentre os iniciadores listados na Tabela 3, apenas Arginase, 3-actina, 1L-10, IL-12, IL-21,
IFN-y, Rentla e TGF-p apresentaram amplificagdo nas condicdes estabelecidas. E apenas 0s
resultados dos genes B-actina, Arginase, IL10 e Rentla foram passiveis de analise pelo
método R= 2 {ACT alvo - ACT constitutivo] = o anresentaram valores de p estatisticamente

significativo (Figura 17).
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Figura 17: Comparacdo das amplificacfes dos genes de &cido retindico (Retnla), Arginase

(Arg), TGF-p e IL-10 apds 18 semanas de tratamento em esplendcitos.
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5 DISCUSSAO

Através deste estudo avaliou-se alguns pardmetros da resposta imunoldgica de
camundongos com diabetes autoimune frente ao tratamento com extrato bruto de N.
americanus. Com a metodologia descrita, visou-se investigar o potencial terapéutico da
administracdo de produtos helminticos na prevencdo de DM1, em modelo experimental
NOD.

Para a avaliacdo das laminas de esfregaco sanguineo, foram utilizadas contagens
diferenciais relativa (conta-se 100 células) e absoluta (20 campos). A contagem relativa dos
leucdcitos pode ndo ser a melhor forma para relatar a realidade apresentada, visto que um
aumento nos numeros de determinados tipos celulares ndo necessariamente implica na
diminuicdo de outros tipos. No entanto, essa técnica é interessante para comparar 0S
comportamentos celulares entre os grupos. Em contrapartida, a contagem absoluta de
leucdcitos descreve melhor a realidade das populagdes celulares. Isso se deve ao fato de
ndo haver limitacdo no total de células contadas, mas sim na quantidade de campos
contados. Logo, o aumento ou diminuicdo de um tipo celular pode ser percebido e
caracterizado.

Foi observado um aumento nos numeros de linfocitos relativos entre as semanas 6-10
nos animais do grupo Controle, 0 que pode estar associado a progressao da inflamacdo e a
proliferacdo de células T. Somado a isso, ainda deve ser levado em consideracdo a idade
dos animais (12-16 semanas), onde ha progressdo de insulite como demonstrado por outros
autores (Fernandes et al., 2005). Telieps e colegas (2016), em seus estudos com
subpopulacdes de leucocitos em sangue periférico, demostraram que camundongos NOD
exibiam alteragbes nas popula¢fes de leucdcitos quando comparados & camundongos
resistentes a diabetes (NOR), com maiores nimeros de linfocitos, células B e NK (Telieps
et al., 2016). No entanto, essas alteracbes marcantes ndo explicavam as variagcdes no
desenvolvimento de diabetes nos animais NOD, bem como nédo forneceram marcadores que
predissessem o diabetes nesse modelo (Telieps et al., 2016).

Ambas as contagens de leucdcitos dos grupos AJEX e Controle, neste presente estudo,
mostraram diferencas significativas entre as populacGes de eosinofilos, que exibiram

quantidades aumentadas nos animais tratados com antigenos de N. americanus. Os
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eosindfilos sdo células importantes no combate as infeccdes por helmintos, sendo ainda
capazes contribuir na inducdo de uma resposta Th2, executando também funcbes efetoras
(Spencer e Weller, 2010; Akuthota et al., 2011; Motran et al., 2018) por trés mecanismos
descritos: sendo fonte de interleucinas, principalmente IL-4 e IL-13, tipicas de imunidade
Th2; processando e apresentando antigenos para células T CD4+, promovendo
diferenciacdo para Th2 e proliferacdo clonal dessas células; e, recrutando células Th2
efetoras para tecidos inflamados através da liberacdo de quimiocinas especificas (Spencer e
Weller, 2010). Estudos com fracionamento subcelular demonstraram que os eosinéfilos
armazenam citocinas e quimiocinas, como IL-4, IL-5, IL-13, TGF-B, IL-10, IL-8, IL-12,
IL-18, TNF, CCL11 e CCL5, em granulos intracelulares para serem liberadas rapidamente,
indicando o papel imunomodulador deste tipo celular (Neves e Weller, 2009; Spencer et al.,
2009; Motran et al., 2018).

Além disso, a polarizagdo para uma resposta, preferencialmente, Th2 pelos eosindfilos
pode ocorrer pela liberagcdo de mediador derivado de eosindéfilos, potencialmente indutor de
Th2 em outros tipos celulares, denominado indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), que
promove apoptose em células T, preferencialmente Thl. H& também a presenca de
neurotoxina derivada de eosinéfilos (EDN), outro fator imunomodulador ativador de
células dentriticas, que induz a resposta Th2 por mecanismos dependentes de TLR2
(Spencer e Weller, 2010).

As demais células analisadas, mondcitos e neutréfilos, ndo apresentaram discrepancias
significativas (dados ndo mostrados), tal fato pode estar associado com a ndo participacao
ativa de neutrdfilos e mondcitos na inflamacgdo autoimune dos camundongos NOD (Balda e
Pacheco-Silva, 1999) ou, apesar do numero ter permanecido semelhante entre os grupos,
ainda faz-se necessarios maiores estudos para entender se hd uma diferenga nas sub-
populacOes dessas células.

Apesar da ndo-significancia apontada no teste estatistico da curva glicémica,
pela observacdo do heatmap de glicemia podemos perceber no quadro do grupo tratado
com antigenos de N. americanus, valores relativamente mais conformes aos niveis
observados na semana zero. Esta constancia entre os niveis é percebida pela presenca da
coloracgéo verde mais predominante no grupo AdEX, enquanto a cor vermelha é indicativo

de progressdo nos niveis de glicose, e € mais observada no grupo controle. Com base nessas
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observacgdes podemos inferir que o tratamento pode ter sido funcional para os individuos
tratados, entretanto ao analisarmos a popula¢do como um todo, a efetividade do tratamento
pode ter sido mascarada.

Ademais, o extrato de N. americanus utilizado no experimento foi um extrato bruto,
contendo proteinas de tecidos diversos que podem ou ndo estar em contato com o
hospedeiro em caso de infecgdo, ou ainda induzir uma resposta diferente da Th2
proeminente nas infeccdes por helmintos. Com isso, proteinas potencialmente melhores
indutoras de imunidade Th2, que amenizam a inflamacéo na diabetes, podem ter tido seus
efeitos suprimidos, ou ndo maximamente expressos, devido aos efeitos das outras proteinas
presentes.

Além disso, os indices de penetrancia de DM1 nos camundongos NOD néo foram altos
quanto o esperado (Aoki, 2005), visto que a maioria animais, tanto do grupo tratado com
antigenos como do grupo controle, ndo apresentaram taxas de glicemia caracteristicas do
quadro de DM1. A baixa penetrancia observada em neste experimento pode ser explicada
por: alguma(s) condicdo (6es) inadequada (s) no biotério e/ou na manipulacdo dos animais,
ou até mesmo devido as caracteristicas genéticas da estirpe desses camundongos NOD.
Outra explicacdo pode ser encontrada na ndo continuidade do estudo até que a
hiperglicemia estivesse mais bem estabelecida. No estudo de Kaminitz e colaboradores
(2014), sua colbdnia de fémeas NOD comecaram a apresentar hiperglicemia a partir da 142
semana, atingindo 83% de penetrancia na coldnia apenas na 30% semana do estudo
(Kaminitz et al., 2014). Com os dados deste trabalho, nota-se que os niveis de glicose dos
animais do grupo Controle comegaram a aumentar a partir da 112 semana. Enquanto 0s
animais AdEX exibiam niveis de glicemia mais proximos a faixa de normalidade. A minoria
dos animais que apresentaram taxas de glicemia altas, até 600 miligramas de glicose por
decilitro de sangue (limite maximo de detec¢do do aparelho), morreram no decorrer das
semanas de experimento. Logo, podemos inferir que a heterogeneidade no perfil de
diabetes da nossa col6nia pode nédo ter refletido adequadamente o real efeito do nosso
tratamento.

Os dados da citometria de fluxo,em cultura de esplendcitos, revelaram que nos animais
tratados com extrato bruto de N. americanus houve maiores nimeros de células CD4+ e

CD8+ produzindo interleucinas 4 e 10, e maiores numeros de CD4+CD25+ e macrofagos
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produzindo interleucina 10. Tais resultados sdo coerentes com o que é encontrado na
literatura, visto que é sabido que epitopos de helmintos sdo capazes de estimular células
Treg e outras células imunologicas a proliferarem-se, além se serem fortes indutores de
producdo de IL-4, e também IL-10; potencialmente podendo amenizar o quadro de
inflamacdo (Cooke, 2009b; Gaze et al., 2012; Webb e Tait Wojno, 2017). Além disso,
maiores taxas de IL-4 e IL-10 estdo associadas a uma polarizacdo para imunidade perfil
Th2 (De Oliveira et al., 2011), supondo-se haver uma menor inflamacdo, e
consequentemente, valores de glicemia mais proximos dos normais, como observados em
animais AdEX.

Na literatura, encontram-se descritos varios subtipos de linfocitos T, dentre eles os
linfocitos T CD8+ produtores de IL-10, induzidos por IL-4 juntamente com IL-12, também
denominados Treg CD8+, que demonstraram suprimir a proliferacdo de células T CD4+
efetoras (Noble et al., 2006). Em seu estudo, Zhao e colegas, demonstram que as células T
CD8+ néives sO se diferenciaram em produtoras de IL-10, na presenca de IL-2
(sobrevivéncia e crescimento), e IL-4 (critica na inducdo de producdo de IL-10) (Zhao et
al., 2013). Pouco se sabe a respeito dos mecanismos de acdo das Treg CD8+, mas especula-
se que elas podem ser Uteis na supressdo de outras células imunoldgicas, e
consequentemente, no controle da inflamacdo (Kishi et al., 2010).

Apesar desses achados, ndo houve diferenca estatistica nos dados de glicemia entre 0s
animais tratados ou ndo com extrato neste trabalho. Kaminitz e colaboradores, em seu
estudo com células Treg em camundongos NOD, constataram que apesar de ocorrer um
aumento de células Treg efetoras proporcionalmente a progressdo do infiltrado
inflamatdrio, elas ndo foram capazes de impedir o aumento nos niveis de glicose dos
animais (Kaminitz et al., 2014). Estudos anteriores ja haviam demostrado que organismos
com autoimunidade, apresentam, a priori, uma descompensacdo na funcdo de Treg
(Askenasy, 2016). Kaminitz, em outro estudo, mostrou que uma interrupg¢do da atividade
diabetogénica em NOD apenas foi possivel quando as células Treg CD25+ tiveram sua
capacidade “assassina” aumentada pela superrexpressao de Fas-L (Kaminitz et al., 2011).

A liberacdo de IL-10 por células CD4+, como visto nos camundongos tratados com
extrato bruto, pode ser componente de um mecanismo de modulacdo de células T pelas

Treg, que limita sua capacidade de expansdo sem, no entanto, induzir sua apoptose. A IL-
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10, juntamente com TGF-f, ¢ capaz também de aumentar o desenvolvimento das proprias
Tregs supressivas (Kaminitz et al., 2011). A produgdo de IL-10 por células T CD4+
também tem efeito de suprimir a producao de 6xido nitrico, que sdo altamente toxicas para
as células p pancreaticas (Webb e Tait Wojno, 2017).

Também foi visto maiores quantidades de macréfagos produtores de 1L-10. Esse dado
sugere uma ativacdo alternativa desses macrofagos, tipica de perfil Th2 induzida por
helmintos, e capaz de regular negativamente citocinas pro-inflamatorias. (Espinoza-
Jiménez et al., 2017). Os macrofagos alternativamente ativados expressam arginase-1, o
que induz uma mudanga no metabolismo da arginina para a producdo de L-ornitina, um
precursor de poliaminas e de colageno, moléculas importantes na cura de feridas. Ao
contrario, macréfagos classicos convertem a arginina em 0xido nitrico e espécies reativas
de oxigénio, caracteristicos causadores de lesdo em células B (Reyes e Terrazas, 2007). Este
dado de citometria vai de encontro ao observado nas dosagens de 6xido nitrico, tanto no
plasma como no sobrenadante de esplendcitos, cujos valores estavam diminuidos nos
animais tratados (AdEX). Confirmando uma mudanca no perfil dos macréfagos apds o
tratamento com extrato bruto de N. americanus.

Os resultados das PCRs em tempo real, em células de bagco, mostraram reducfes na
expressédo de Arginase, TGF-B e IL-10; e aumento na expresséo de Rentla nos animais do
grupo AdEX. O aumento na expressdo de Rentla estd fortemente relacionado a respostas
Th2, em diversas infec¢Bes por helmintos, e deduz-se ter papel na regulacdo da mesma, de
forma a amenizar seus efeitos, principalmente, na formagéo de fibrose (Nair et al., 2005;
Pesce et al., 2009). A molécula Rentla é tida com biomarcador de macrofagos
alternativamente altivados, e eosinofilos associados aos mesmos. Em seu estudo, Nair e
colaboradores mostraram que Rentla também é expresso em APCs derivadas sob condigdes
Th2 e que sua expresséo € dependente de IL-4 e IL-13 (Pesce et al., 2009).

A arginase é uma enzima participante do metabolismo de L-arginina, que a converte em
ornitinas, poliaminas e Ureia. De antemdo, a enzima NO-sintase converte 0 mesmo
substrato em Oxido nitrico, caracterizado pela toxicidade e inducdo de apoptose. Estudos
com camundongos com DM1 mostraram uma ligacdo direta de aumentos de arginase com

disfuncGes do endoteélio vascular (Toque et al., 2013; Pernow et al., 2015). Luiz e colegas,
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em seu estudo, inibiram a enzima arginase em animais NOD e perceberam que nesses
animais, a incidéncia de diabetes estava diminuida (Hernandez et al., 2018).

Muitas sdo as evidéncias dos efeitos anti-inflamatorios do TGF-p na DM, atuando
tanto na imunossupressdo local como sistémica. Camundongos NOD que produzem TGF-f,
nas ilhotas, exibem menores infiltrados inflamatorios e menores taxas na glicemia (King et
al., 1998). Singh e colaboradores (2018), demostraram em seu trabalho que a apresentacao
de autoantigenos, via MHC induzem inicialmente a secrecdo de TGF-B, na tentativa de
impedir a progressdo da doenca. A proliferacdo de células Trl, produtoras de IL-10 e TGF-
B, in locu, esté associada a prevencao da DM1 em animais NOD (Singh et al., 2018).

No entanto, estudos clinicos apontaram que ha producdo consideravelmente aumentada
de TGF-B no soro de pacientes com DM1, sugerindo uma resposta a ativacdo
imunoinflamatéria, no inicio da diabetes (Flores et al., 2004), ou mesmo a estimulacéo por
maiores niveis de glicose por células mononucleares periféricas (Reinhold et al, 1996). Ao
observar altos niveis de TGF-B em pacientes diabéticos, Kretowski e colaboradores (2000)
associaram tal aumento com piores controles metabdlicos, visto as complicacdes vasculares
vistas na diabetes, e relacionando a capacidade de estimulacao de colageno IV, fibronectina
e proteoglicanos pelo TGF- (Kretowski et al., 2000).

Ainda sim, no grupo controle, foram encontradas apenas aumento do mRNA dessas
citocinas, e sua presenca néo foi detectada em nenhum dos demais experimentos. Supde-se
que talvez a traducdo dessas proteinas ndo tenha ocorrido de maneira adequada, ou que no
momento da dosagem das mesmas elas ndo puderam, por algum motivo, ser detectadas.

Outro pardmetro de investigacdo adotado foi a correlacdo entre os niveis de glicose e
citocinas produzidas. As correlagfes entre glicemia e citocinas foram realizadas com base
nos valores de glicemia mensurados no dia da eutanasia dos animais (semana 17), e
comparados com a producdo das citocinas pelos esplendcitos.

Ao analisarmos os resultados da correlacdo Glicemia VS Citocinas na semana 17,
podemos observar menores valores de glicemia quando presentes maiores taxas de IL-4
e/ou 1L-10, produzidas por linfocitos T CD4+, T CD8+ e macrofagos. Esses resultados
corroboram a hipo6tese que antigenos de helmintos tém, potencialmente, o poder de
imunomodulacdo e modificagdo da resposta imune, mesmo que NO NOSSO experimento iSSo

tenha apresentado-se de forma sutil. Varios estudos com infecgdes ou administracdo de
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antigenos de Schistosoma mansoni , Taenia crassiceps , Heligmosomoides
polygyrus, Trichinella spiralis ou Strongyloides venezuelensis demonstraram prevenir ou
inibir a DM1, em modelo NOD (Ajendra et al., 2016), apenas quando iniciado antes do
inicio da insulite (aproximadamente 4 semanas de idade) (Berbudi et al., 2016).

Na dosagem de citocinas do plasma dos camundongos, observamos aumentos das
citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 e IFN-y nos animais do grupo AdEx, quando
comparados ao grupo tratado com PBS. E sabido que expressdo e secrecdo de seletas
citocinas por linfocitos CD4+, CD8+ e macrofagos sdo responsaveis pela patogénese da
DML1. No entanto, os papéis de cada citocinas e suas interagdes na DM1 ainda ndo sdo bem
elucidados e, em um panorama integrado do contexto imunolégico, tornam-se complexos e
até contraditorios, pois podem variar conforme os delineamentos experimentais.

A IL-10 é uma citocina multifuncional, produzida por varios tipos celulares incluindo
células Th2, macrofagos ativados e células dendriticas, e estd associada a regulacdo da
inflamacdo, principalmente por sua acdo supressora e regulatéria de Tregs (Zhao et al.,
2013). No entanto seu papel na DM1 parece pouco esclarecido. Estudos com estimulagéo
de IL-10 por adenovirus mostraram que aumentos de IL-10 acompanharam niveis mais
altos de insulina e peptideo C, bem como de IL-4 e diminui¢do de IFN- y. Ainda assim,
animais com maiores taxas de IL-10 tiveram insulite, taxas de glicemia e apoptose de
células B semelhante aos outros grupos, 0 nos leva a acreditar que a IL-10 por se nédo
consegue reestabelecer o equilibrio Th1/Th2 (Li et al., 2016). Zaccone e colegas (2010)
demonstraram que células Thl podem expressar, concomitamente, IFN-y e IL-10. E eles
propuseram que essas células podem ser uma classe autorreguladora (Zaccone et al., 2010).
Experimentos com modelo murino sugeriram que a exposicao precoce a IL-10, bem como
uma super expressdo da mesma nas ilhotas pancreaticas, relacionava-se com a aceleragédo
da patogénese. Outros autores sugerem que pode estar relacionada a uma tentativa do
sistema imunoldgico em contrabalancear um perfil pro-inflamatdrio, com elevados niveis
de IL-12. Em neonatos humanos, niveis mais altos de IL-10 e IL-12 foram positivamente
associados a risco tardio de DM1. (Thorsen et al., 2017).

As interleucinas IL-4 e IL-13 sdo classificadas como citocinas anti-inflamatorias,
capazes de modular a autoimunidade (Ukah et al., 2017). A fim de se investigar seus
mecanismos na DM1, Ukah e coautores (2017), delinearam um estudo com camundongos
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NOD deficientes para o heteroreceptor (HR) de IL-4 e IL-13, e demonstraram que tais
animais exibiam um atraso significativo no inicio da doenca, com menos infiltragdo
inflamatdria nas ilhotas. Nos animais HR-/-, havia também uma frequéncia menor de
células Th1, no bago, mas maior no pancreas, quando comparados aos animais selvagens
para o receptor. Os autores interpretaram os achados sugerindo que o HR relaciona-se com
a producédo de IL-12 por células dendriticas e, também com a expressdo de receptores de
IL-12 em células T néives, logo uma deficiéncia no HR poderia interferir na geracédo de
células Th1l no sitio da inflamacédo (Ukah et al., 2017).

A IL-6 é uma citocina complexa, que parece atuar tanto na progressdo quando na
protecdo a autoimunidade. Em seu estudo, Yaacob e demais autores (2004) sugeriram que
expressao de IL-6 em camundongos NOD teria acdo de iniciar a insulite destrutiva, mas
camundongos com maiores expressdes de IL-6 desenvolviam a insulite mais lentamente.
Logo, a protegdo da IL-6 no desenvolvimento da DM1 pode ser devido & inducdo de
producdo de IL-4 por linfécitos CD4+, como foi sugerido por Rincon et al. (Rincon et al.,
1997; Yaacob et al., 2004).

Por sua vez, IL-2, fator de crescimento de células T, em varios ensaios clinicos tem sido
associada a alguma melhora da inflamacdo e na autoimunidade, devido a ativacdo e
expansdo seletiva de Tregs (Klatzmann e Abbas, 2015). Além disso, a IL-2 em linfécitos
inatos residentes de tecido, que expressam constitutivamente CD25, pode estimular a
eosinofilia que, por sua vez, tem varias ac6es imunomoduladoras (Van Gool et al., 2014).

O IFN- vy esta diretamente associado ao avango da insulite no camundongo NOD, e ao
desenvolvimento de DM1 por ativacao de células citotoxicas, aumento de Fas e aumento de
expressdo de HLA classe I. A sintese de IFN- vy, estimulada pela IL-12, estd associada a
uma protecdo a DM1 nos estagios iniciais, e parece torna-se prejudicial no decorrer do
desenvolvimento da doenca (Yaacob et al.,, 2004). Trembleau e colegas (2003)
demonstraram em seu estudo com camundongos NOD deficientes em IFN-y que a
administracdo de IL-12 acelerava a DM1, exibindo uma insulite agressiva e composta
majoritariamente por células APCs e células T. Em camundongos eficientes para IFN-y, a
IL-12 exdgena aumentou os niveis de IFN-y, o que favorece a migracdo de celulas T e
aumenta a producéo de oOxido nitrico (NO) (Trembleau et al., 2003). Essa citocina, logo,

demonstrou ser complementar ao IFN- vy, na polarizagdo para Thl, em total auséncia de IL-
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4 (Trembleau et al., 2003). No entanto, tal efeito ndo parece ser tdo 6bvio, visto que no
mesmo estudo 1L-12 demostrou induzir uma disfuncéo das células APCs e uma reducao na
ativacdo de células T nos linfonodos, mostrando que os mecanismos de atuacéo do IFN-y e
da IL-12 agem por vias alternativas, mas que culminam na progressao da inflamacgéo
pancredtica (Trembleau et al., 2003).

Annes e colaboradores (2014) realizaram uma investigacdo da expressao de citocinas in
locu, da inflamagdo de animais com DML, e descobriram que, nos camundongos NOD,
tanto as células B, quanto as células de infiltrado inflamatorio secretavam IL-1B ¢ TNF-a, e
em menor expressdo, IL-2, IL-6 e IL-17A como ativadores do processo inflamatdrio. Ao
mesmo tempo, as células do infiltrado inflamatério (T CD4+, T CD8+ e macrdfagos)
também expressavam IL-4, IL-10, IL-13 e TGF-B1, que aparentemente ndo foram capazes
de neutralizar o efeito negativo das demais citocinas sobre as células B (Jorns et al., 2014).
No mesmo estudo os autores compararam os perfis de expressdo em diferentes modelos de
DML, e pacientes diabéticos, e descreveram que no camundongo NOD, as citocinas pro-
inflamatdrias mais importantes para desencadear a destruicdo das células  sdo a IL1-B e
TFN-o (Jorns et al., 2014).

Estudos clinicos com criangas com DM1 (RNA positivas para enterovirus) mostraram
altos niveis de IL-4, IL-6 e IL-13, quando comparadas a criangas controle, que estimulavam
a producdo de IFN- y (Rosa et al., 2008). Os niveis dessas citocinas permaneciam
aumentados mesmo apo6s a 2h de euglicemia. Apesar de altos niveis de IFN- vy, ndo houve
diminuicdo de 1L-10. Nessas mesmas criangas, foram constatados também maiores niveis
de IL-12 e IL-17, relatadas por ativar células NK, que por sua vez seriam as primeiras
responsaveis pela lise de células B (Abdel-Latif et al., 2017). Em outro estudo, Jaime e
demais pesquisadores, também encontraram aumentos de IL-4, IL-6 e IL-1a, sustentados
por até 2h apos a hiperglicemia ser controlada (Rosa et al., 2008).

Estudos demonstraram um efeito protetor para DM1 oriundo da expansdo de células
Th2, secretoras de IL-4, IL-5 e IL-13. (Suarez-Pinzon e Rabinovitch, 2001). Dados de
pesquisas com humanos e modelo murino mostraram que IL-10 (e também outras citocinas
“anti-inflamatorias” como IL-1, IL-13 e TGF- ) pode ser notada no infiltrado inflamatorio.
No entanto os autores sugeriram que o nivel de expressdo pode néo ter sido suficiente para

amenizar a destruicdo causada pela inflamacéo (JOrns et al., 2014). A investigacdo por
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citocinas, no trabalho de Sarikonda e colaboradores (2014), vai de encontro a essa
afirmacdo, apontando que pacientes com DM1 apresentaram niveis significativos de IL-10,
ndo encontrado no grupo sadio, ou mesmo no grupo com DM2 (Sarikonda et al., 2014).

Evidéncias sugerem que células Th2 secretoras de IL-4 podem regular, negativamente,
a resposta Thl e amenizar o quadro de DM1 (Delovitch e Singh, 1997; Aoki et al., 2005;
Askenasy, 2016). No entanto, o trabalho conduzido por Katz e colegas (1995)
demonstraram que, de fato, as células Th1l promovem ativamente o diabetes, mas as células
Th2 apesar de invadirem as ilhotas, ndo provocaram a doenca - nem forneceram protecéo
substancial (Katz et al., 1995).

Reunindo os dados da dosagem de citocinas no soro com a avaliagdo do infiltrado
inflamatdrio no pancreas, podemos inferir que o tratamento com N. americanus parece ter
atrasado a destruicdo macica das células B pancreaticas. Os animais AdEXx, além de
apresentarem ilhotas maiores (dados ndo mostrados), também apresentaram um maior
namero de ilhotas ainda sem a presenca de infiltrado inflamatério circundando-as, quando
comparado aos animais do grupo Controle. Nos animais do grupo Controle, ao contrario,
foram encontradas além de ilhotas menores e em menor numero, e muito mais ilhotas ja
comprometidas com insulite severa.

O efeito do tratamento, mesmo com a producdo de citocinas pro-inflamatorias
persistente, parece ter desacelerado a progressao da insulite, com a ajuda das citocinas anti-
inflamatdrias vista apenas nos animais AdEX.

Os dados encontrados na literatura relatam que a hiperglicemia nos animais, ou mesmo
em humanos, s6 é vista quando pelo menos 80% das ilhotas j& tiverem sido destruidas
(Atkinson, 2014), logo os dados de glicemia sdo coerentes com os achados histologicos,
visto que nos animais Controle as taxas de insulite ainda ndo eram suficientes para induzir
quadros hiperglicémicos. Nos animais AdEXx, além de maiores numeros de ilhotas nédo
afetadas pelo ataque do sistema imunoldgico, os animais apresentaram niveis de glicemia
mais proximos aos niveis normais, sugerindo papéis atuantes do tratamento com extrato

bruto de N.americanus.
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5.1 Consideracdes Finais

Este estudo trouxe algumas consideracdes adicionais sobre os efeitos da administracéo
de produtos de helminto na DM1, em modelo experimental. No entanto, um
acompanhamento mais longo do modelo experimental, bem como um escalonamento do
extrato de Necator americanus, seria imprescindivel para uma melhor visualizacdo do
efeito do tratamento proposto.

Outras formas de mensurar o quadro de DM1 podem ajudar a melhor comparar as
influéncias do tratamento. Estudos futuros focando na estratificacdo e discriminacdo das
proteinas do extrato bruto de N. americanus, a fim de se eleger proteinas melhores
imunomoduladoras, sdo recomendados. Uma vez que a utilizagdo de proteinas
imunomoduladoras provenientes de helmintos, como N. americanus, para terapia de DM1

ou como medida profilatica para individuos susceptiveis pode ser muito promissora.
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6 CONCLUSAO

Os resultados corroboram a hipotese de que a exposi¢do a produtos de helmintos pode
alterar a resposta imunologica, induzindo a producdo de citocinas potencialmente
moduladoras e anti-inflamatorias.

Neste experimento, a administracdo de extrato bruto de N. americanus em animais
diabéticos ndo-obesos demonstrou ser capaz de aumentar o nimero de linfécitos T CD4+,
CD8+, CD4+CD25+ e macrofagos produtores de IL-4 e/ou IL-10, importantes citocinas
Th2. Pelo ensaio de CBA também observou-se 0 aumento de citocinas Th2 nos animais
tratados com extrato bruto, dentre elas IL-4, IL-6 e IL-10. Além disso, o tratamento
também diminuiu a producdo de 6xido nitrico, produto altamente lesivo para células .
Esses dados integrados parecem ter contribuido para desacelerar a destruicdo das células 3

pelo infiltrado inflamatdrio no pancreas (Figura 18):
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Figura 18: Resumo dos principais resultados obtidos nos animais tratados com extrato bruto de
N. americanus.
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Conclui-se que o tratamento € possivelmente promissor para amenizar o quadro de
DM1. Mesmo tomando em consideracdo as limitacGes encontradas no delineamento deste
estudo, o tratamento com extrato de Necator americanus demonstrou-se capaz de retardar a
destruigdo das células P, no entanto ndo conseguiu extinguir a inflamac&o caracteristica da
autoimunidade vista na DM1. Mais estudos fazem-se necessarios para avaliar o papel de
eosinofilos, ativados pelos antigenos de N. americanus, na modulacdo da resposta
imunoldgica; bem como melhor caracterizar as subpopulacBes de possiveis Tregs

estimuladas pelo tratamento com extrato bruto do helminto.
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