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RESUMO

Introducdo: A atrite reumatoide (AR) € uma doenca cronica autoimune que afeta
principalmente as articulacdes. Os fibroblastos sinoviais (FLS) sdo as principais
células estromais da sindvia articular, e apresentam estdo envolvidos na degradacao
da cartilagem e na erosdo 6ssea. Ndo ha cura médica ou cirdrgica conhecida para a
AR e as opcdes terapéuticas atuais ndo sao efetivas na manutencdo e inducdo da
remissdo da doenca. Por essa razdo, moléculas com acgdo anti-inflamatoria e
imunomoduladora estdo sendo estudadas a partir de extratos de helmintos. A Fasciola
hepatica (F. hepatica) € um helminto que libera produtos excretores-secretores através
de seu tegumento que contém componentes imunomoduladores capazes de suprimir
a resposta imune Thl e a producdo de citocinas inflamatérias. Objetivo: Avaliar in
vitro o potencial terapéutico do extrato de F. hepatica em FLS de pacientes com AR.
Materiais e métodos: Primeiramente, os FLS foram isolados do liquido sinovial de
pacientes com AR, cultivados, e caracterizados para os marcadores fenotipicos CD55,
CD90 e CD68. Apds, os FLS foram expostos a diferentes concentracdes do extrato de
F. hepatica (60 pg/ml, 80 ug/ml e 100 pg/ml) e analisados apds 24 h, 48 h e 72 h pelo
ensaio de proliferagédo celular (MTT). O efeito do extrato também foi avaliado através
do indice de morfometria nuclear (NMI), ensaio de apoptose, aderéncia celular,
invaséo e migragédo e producdo de TNF-a. As analises estatisticas foram realizadas
por ANOVA ou teste T e p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
Resultados: O extrato de F. hepatica reduziu a proliferacdo celular dos FLS na
concentragdo de 100 pug/ml apos 48 h (83,8 % * 5,0 extrato vs 100,0 % + 00 controle;
p < 0,05), e nas concentracbes de 80 pug/mL (88,4 % + 3,0 extrato vs 100,0 % + 0,0
controle; p < 0,05) e 100 pg/ml (89,8 % + 3,8 extrato vs 100,0 % + 0,0 controle; p <
0,05) apos 72 h, quando comparado ao grupo controle sem tratamento. Baseado
nesses resultados, a dose de 100 pg/ml no tempo de 48 h foi escolhida para os testes
seguintes. O tratamento com o extrato de F. hepatica ndo afetou parametros de NMI
nem induziu apoptose ou morte celular nos FLS. Por outro lado, o extrato demonstrou
reducdo da capacidade de aderéncia dos FLS (92,0 células + 5,8 extrato vs 116,3
células £ 7,9 controle; p < 0,05), do potencial migratério (69,5 % + 17,6 extrato vs
100,0 % controle; p < 0,05) e da invasao celular (80,3 % + 3,9 extrato vs 100,0 %
controle; p < 0,05). Além disso, houve uma tendéncia na reducéo dos niveis de TNF-a
ap0s o tratamento com o extrato. Conclusdo: Em conjunto, nossos resultados
apontam o extrato de F. hepatica como uma potencial estratégia terapéutica para AR,
devido a sua capacidade de reduzir o perfil agressivo e invasivo dos FLS, sem induzir
apoptose ou morte celular. Analises adicionais in vitro e estudos in vivo em modelos
experimentais de artrite sdo necessarias para uma melhor compreensdo dos
mecanismos do efeito do extrato da F. hepatica e de seus diferentes componentes nos
FLS.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease that mainly
affects the joints. Fibroblast-like synoviocytes (FLS) are the main stromal cells of the
joint synovium, and are involved in cartilage degradation and bone erosion. There is no
known medical or surgical cure for RA and current therapeutic options are not effective
in maintenance and induction of disease remission. For this reason, molecules with
anti-inflammatory and immunomodulatory action are being studied from helminth
extracts. Fasciola hepatica (F. hepatica) is a helminth that releases excretory-secretory
products through its tegument which contains immunomodulatory components capable
of suppressing the Thl immune response and the production of inflammatory
cytokines. Objective: To evaluate the therapeutic potential of F. hepatica extract in
FLS from patients with RA. Materials and methods: First, the FLS were isolated from
synovial fluid of RA patients, cultured and characterized for the phenotypic markers
CD55, CD90 and CD68. After, the FLS were exposed to different concentrations of F.
hepatica extract (60 pug/ml, 80 ug/ml and 100 pg/ml) and analyzed after 24 h, 48 h and
72 h by the cell viability assay (MTT). The effect of the extract was also evaluated by
nuclear morphometry index (NMI), apoptosis assay, cell adherence, invasion and
migration tests, and TNF-a production. Statistical analyzes were performed by ANOVA
or T test and p < 0.05 was considered statistically significant. Results: F. hepatica
extract decreased the cell viability of FLS at concentration of 100 pg/ml after 48 h (83.8
% + 5.0 extract vs 100.0 % * 0.0 control; p < 0.05), and at concentrations of 80 pug/ml
(88.4 % + 3.0 extract vs 100.0 % * 0.0 control; p < 0.05) and 100 pg/ml (89.8 % extract
+ 3.8 extract vs 100.0% = 0.0 control; p < 0.05) after 72 h, when compared with control
group without treatment. Based on these results, the dose of 100 pg/ml after 48 h was
chosen for the following tests. The treatment with F. hepatica extract does not affect
NMI parameters or induce apoptosis or cell death on FLS. On the other hand, the
extract showed a decreased of FLS adherence (92.0 cells + 5.8 extract vs 116.3 cells +
7.9 control; p < 0.05), migratory potential (69.5 % £ 17.6 extract vs 100.0 % control; p <
0.05) and cell invasion (80.3 % * 3.9 extract vs 100.0 % control; p < 0.05). Moreover,
there was a trend of decreased TNF levels after extract treatment. Conclusions:
Taken together, our results point out F. hepatica extract as a potential strategy for AR
due to their ability to reduce the aggressive and invasive profile of FLS without inducing
apoptosis and cell death. However, further analyses in vitro and in vivo are needed for
a better understanding the mechanisms of the effect of F. hepatica extract on FLS and
its different components on FLS.
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1. INTRODUCAO

As doencas reuméticas atingem pelo menos 10% da populacdo mundial e estéo
entre as mais antigas e incapacitantes doencas na pratica clinica (SANGHA, 2000;
SYMMONS, 1998), as quais sao geralmente progressivas e associadas a dor (WHO,
2018). A artrite reumatoide (AR) € uma doenca reumética, autoimune e crbénica que
afeta aproximadamente 1% da populacdo mundial (LEE; WEINBLATT, 2001; SENNA;
FERRAZ, M B, 2004). A doenca é patologicamente e clinicamente heterogénea e esta
associada a sintomas que envolvem inflamacdo, danos articulares e aumento da
mortalidade (NICE, 2018).

A imunidade adaptativa desregulada pode preceder a manifestacédo clinica da
doenca articular por muitos anos, sendo provavel que a ativacdo repetida da
imunidade inata possa contribuir para a quebra da tolerancia (MELO CRUVINEL, DE
et al., 2008) e consequentemente para o desenvolvimento da AR. Embora seja
considerada uma doenga mediada por células T helper 1 (Th1l), as células T helper 17
(Th17) também sdo importantes no processo de destruicdo articular. Essas células
sdo responsaveis pela ativacdo de condrécitos e fibroblastos sinoviais (FLS), os quais
possuem fendtipo proliferativo, proinflamatério e de invasao tecidual na AR (HUBER et
al., 2006a; MCINNES; SCHETT, 2011).

Os FLS séo os principais constituintes do pannus, um tecido proliferativo e
invasivo, bem como na producdo local de citocinas, mediadores moleculares da
inflamagdo e enzimas proteoliticas. Esses componentes, quando exacerbados na
resposta inflamatoéria, promovem a degradacdo da matriz extracelular, levando a
destruicdo da cartilagem e contribuindo para o ambiente inflamatério intra-articular
(BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; LARK et al., 1997).

Visando ao controle dos efeitos causados nas articulagbes pela ativagdo dos
FLS, a introducdo de novas terapias biolégicas em meados da década de 1990
contribuiu para resultados clinicos mais satisfatérios na AR (SMOLEN, ALETAHA,
MCINNES, 2016). Apesar disso, as opc¢des terapéuticas ainda objetivam suprimir a
inflamag&o e aliviar os sintomas da doenca (ARTHRITIS FOUNDATION, 2017), sendo
apenas parcialmente eficazes para a inducdo e manutencdo da remissdo, mas nao
para a cura da doenca. Além disso, os tratamentos atuais apresentam alto custo e
baixa eficAcia em grande parcela dos pacientes, causando, muitas vezes, efeitos
colaterais (TANAKA, 2016).

Dessa forma, novas estratégias terapéuticas para AR sdo necessarias para

pacientes nao responsivos aos tratamentos atuais. Nesse contexto, estudos
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demonstram que moléculas conhecidas como produtos excretores-secretores (ESPS)
liberados por helmintos possuem propriedades antiinflamatorias e imunomoduladoras
(WANG, S. et al.,, 2016). Alguns estudos tém demonstrado que helmintos como o
Schistossoma mansoni (S. mansoni) atuam através da secrecdo dessas moléculas,
sendo capazes de induzir a polarizacdo de macrofagos para um perfil antiinflamatério
em modelo experimental de AR (Yang, 2014), bem como na reduc¢do de citocinas pro-
inflamatorias, como interleucinas IL-6, IL-17 e fator de necrose tumorar alfa (TNF-a)
(LIU, F. et al., 2016).

A Fasciola hepatica (F. hepatica), um helminto trematdédeo, secreta
componentes com as mesmas propriedades antiinflamatorias e imunomoduladoras do
S. mansoni, e utiliza estratégias para regular a resposta imune de seus hospedeiros
através da supressao da resposta imune via Thl e da producdo de citocinas
proinflamatérias (CANCELA et al.,, 2017; DONNELLY, S. et al., 2008; KLOTZ et al.,
2011). Entretanto, apesar de suas propriedades terapéuticas, os ESPs da F. hepatica
ainda sdo pouco estudados, especialmente no contexto da AR. Portanto, torna-se
importante o estudo in vitro do extrato de F. hepatica em FLS de pacientes com AR,
visando elucidar seu potencial efeito, ou de seus componentes, como estratégia

terapéutica na AR.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.2 Estratégias para localizar e selecionar as informacdes

Esta revisdo de literatura esta focada em compilar informacdes epidemioldgicas e
sintomatologicas pertinentes a AR e principalmente aos FLS e a F. hepatica. Ainda,
objetiva identificar os tratamentos existentes atualmente, a fim de propor uma droga
inovadora que possa ser utilizada futuramente para minimizar os efeitos desta doenca.
A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: PubMed e Lilacs. As
buscas foram realizadas utilizando descritores em lingua inglesa envolvendo os
termos, sozinhos ou cruzados entre si: (“Therapy with Helminths"[Mesh]) OR
("Arthritis, Rheumatoid"[Mesh] AND "Fibroblasts"[Mesh] AND "Drug Therapy"[Mesh])).
Foram lidos os resumos dos artigos encontrados, com posterior selecdo baseada nos
seguintes critérios de inclusdo: abordagem de conceitos da AR, FLS e tratamentos.

Os artigos que ndo se incluiam nesses critérios foram excluidos. Outras fontes
como os sites do Ministério da Saude, Organizacdo Mundial da Saude, IBGE e
Diretrizes da Sociedade Brasileira de Reumatologia também foram consultadas, com o
objetivo de padronizar o conceito e demonstrar dados concretos de um panorama
geral que afeta milhares de pessoas em todo o mundo. Os resultados da pesquisa

estéo apresentados na Figura 1.
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Rheumatoid arthritis, therapy with helminths,
fibroblasts, drug therapy

PubMed Lilacs

361 112

~N /

Artigos selecionados
245

Artigos excluidos
166

Artigos incluidos apdés analise das
referéncias
4

Total de artigos
incluidos
83

Figura 1. Estratégias de busca de referéncias bibliograficas, através das bases de

dados que fundamentam os objetivos deste projeto.
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2.3 Artrite Reumatoide

As doencas reumaticas estdo entre as mais antigas e incapacitantes na pratica
clinica (SANGHA, 2000; SYMMONS, 1998) e sua alta prevaléncia representa uma
significante causa de morbidade em paises desenvolvidos, visto que h& estimativas de
gue pelo menos 10% da populagdo mundial seja afetada de alguma forma (FERRAZ,
M B, 1995). Atualmente sabe-se que condi¢cdes reumaticas ou musculoesqueléticas
compreendem mais de 150 doencas e sindromes, as quais sdo geralmente
progressivas e associadas a dor (WHO, 2018).

Entre as doencas reumaticas estd a AR. A AR apresenta-se patolégica e
clinicamente heterogénea e € caracterizada como de carater autoimune, crdnica,
sistémica, prevalente (WHO, 2018) e incapacitante (ARTHRITIS FOUNDATION,
2017). Suas manifestacbes sdo simétricas e geralmente afetam pequenas
articulagdes, podendo também ser poliarticular (NICE, 2018), bem como afetar tecidos
conjuntivos como musculos, tenddes e tecido fibroso (WHO, 2018).

Na articulacdo artritica, ocorre a exacerbacdo da infiltracdo de células
inflamatdrias como células T CD4+, células B, macréfagos e principalmente os FLS,
gue possuem um papel importante no desenvolvimento da doenca. Em um contexto
imunoldgico, a AR € caracterizada pela producdo e expressao de mediadores locais
gue ativam principalmente a via classica de macrofagos M1 (macrofagos pro-
inflamatorios), promovendo uma resposta Thl com alta producdo de citocinas pro-
inflamatorias (MEI et al., 2014). Como consequéncia dessa reacao inflamatéria, ocorre
a hiperplasia local da membrana sinovial que reveste internamente as articulagdes
(OKAMOTO et al., 2008) e producao e ativacdo de enzimas degradadoras da matriz
tecidual, como as metaloproteinases (MMPs) (CAWSTON, 1998). Como resultado
tem-se a degradacdo da cartilagem e formacao de erosdes 0sseas, levando ao dano e
deformidades articulares que podem afetar até 80% dos pacientes em 1 ano de
diagnostico (GIBOFSKY, 2012).

Embora a AR seja considerada uma doenca mediada por células Thl, as
células Thl7 também possuem papel importante na evolugcdo da doenca. Essas
células agem no processo de destruicdo articular, na producdo de IL 17 e na
superexpressdo do TNF-a que, sinergicamente, promovem a ativagcao de condrécitos
e FLS (MCINNES; SCHETT, 2011). Esse processo de exacerbacgéo contribui para a
agressividade da doenca, pois estimula a produgéo excessiva de osteoclastos, células
gue reabsorvem o 0sso e promovem a erosao 0ssea subcondral (HAYER et al., 2016).

Em funcdo dessas caracteristicas, os sintomas da doenca frequentemente
18



incluem dor, edema e rigidez nas articulacbes, desenvovimento de deformidades,
incapacitacdo fisica, perda de qualidade de vida e diminuicAo da sobrevida
(ARTHRITIS FOUNDATION, 2017). Isso ocorre devido ao acometimento da sindvia
(sinovite) (LARK et al., 1997).

2.4 Epidemiologia

Apesar dos avangos e progressos para a compreensao da fisiopatogenia da
AR, sua etiologia ainda ndo esta completamente esclarecida (KINNE et al., 2000).
Contudo, sabe-se que fatores genéticos (PICCOLI et al.,, 2011), ambientais (WHO,
2018) e sistémicos (RODRIGUES SENNA et al., 2004), bem como infec¢bes virais e
bacterianas (GIBOFSKY, 2012), aspectos hormonais e tabagismo (GABRIEL, 2001)
contribuem para o processo de quebra da autotolerancia e o desenvolvimento de uma
resposta inflamatoria exacerbada e persistente (FLORES et al., 2010). Esse cenario
contribui para o aparecimento, desenvolvimento ou agravo dos sintomas da AR
(ARTHRITIS FOUNDATION, 2017; SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA,
2017; SOKOLOVE, 2018; WHO, 2018).

Dados recentes indicam que a incidéncia anual de AR é aproximadamente 40 a
cada 100.000 pessoas (SHERINE E GABRIEL, 2018) e a prevaléncia mundial em
torno de 1% (WHO, 2018), atingindo 0,46% da populacéo brasileira (RODRIGUES
SENNA et al.,, 2004). A AR afeta duas a trés vezes mais mulheres que homens
(OKRQOJ et al., 2007) e pode se manifestar em qualquer idade, sendo o pico da
doenca entre 50 e 75 anos, e com piora durante o envelhecimento (SHERINE E
GABRIEL, 2018). A AR é comum em pessoas que apresentam outras condi¢cdes
cronicas, como doencas cardiacas e diabetes (ARTHRITIS FOUNDATION, 2017).

Todas essas caracteristicas associadas tornam a AR uma doenca com
significativo impacto econémico (ARTHRITIS FOUNDATION, 2017), incapacitando
cerca de 50% dos pacientes em paises desenvolvidos de manter um emprego em
tempo integral dentro de 10 anos apoés o inicio da doenca (WHO, 2018). Além disso, 0
impacto social devido a sua elevada taxa de morbimortalidade quando comparados a
populacdo em geral (MOTA, Licia Maria Henriqgue Da; LAURINDO; SANTOS NETO,
2010; GONZALEZ et al., 2008) impacta diretamente na qualidade de vida dos

pacientes afetados pela doenca.
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2.5 Fibroblastos sinoviais (FLS) na AR

Nas doencas reumaticas, como a AR, tem sido reconhecido que as células do
sistema imunolégico e o estroma apresentam infuéncia na patogénese da doenca.
Nesse contexto, FLS sao as principais células estromais da sindvia articular, tendo um
papel importante na fisiopatologia da AR (OSPELT, 2017).

A sindvia articular esta presente nas articulacées sinoviais e possui o papel de
revestir as capsulas articulares e produzir o liquido sinovial (GIBOFSKY, 2012). O
revestimento articular normalmente consiste de uma membrana sinovial delicada
dividida em dois compartimentos anatébmicos e funcionais, denominados camada
intima e camada sub-intima. A camada intima consiste de 1 a 3 camadas de células e
€ composta por dois tipos celulares em proporcfes relativamente iguais: tipo A ou
sinoviécitos do tipo macréfagos, e tipo B, ou FLS. A sub-intima é composta de tecido
conjuntivo frouxo, irregular com ocasionais fibroblastos, macréfagos e células
adiposas (BARTOK; FIRESTEIN, 2010).

Em articulagBes saudaveis, os FLS sao responsaveis por produzir componentes de
matriz extracelular, fornecer proteinas nutritivas a cavidade articular e aos tecidos
circundantes e auxiliar na lubrificacdo articular (OSPELT, 2017). Além disso, agem no
remodelamento fisioldgico continuo da matriz extracelular, através da secrecdo de
colagenos, fibronectina e laminina, e de enzimas que degradam a matriz, como MMPs
e seus inibidores (BARTOK; FIRESTEIN, 2010).

Durante o processo de adoecimento das articulacdes, a sindvia € a primeira
estrutura afetada (GIBOFSKY, 2012). Como caracteristica marcante da AR, ocorre a
modificacdo do perfil dos FLS, e a sindvia reumatoide passa a abrigar uma populacao
de FLS com caracteristica agressiva, invasiva e morfologicamente modificada (PAP,
Thomas et al., 2000). Sabe-se que esse perfil estad relacionado com as interacdes
célula-matriz extracelular (AGARWAL; BRENNER, M. B., 2006), bem como com
fatores sollveis, como o TGF- B e fatores de crescimento derivado de plaquetas, que
durante o processo de invasdo e agressao, representam mediadores centrais da AR e
contribuem para ativacéo, proliferacdo e migracdo dos FLS (LEFEVRE et al., 2017).
Apesar desses aspectos, ainda ndo esta claro se essas caracteristicas sdo inerentes
aos FLS presentes na AR ou se, de alguma forma, os FLS modificam seu perfil devido
a exposicao as citocinas no ambiente articular doente (BARTOK; FIRESTEIN, 2010).
A capacidade de invadir e promover a destruicao da cartilagem destaca-se como uma

das principais caracteristicas descritas dos FLS em pacientes com AR. Dessa forma,
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tornam-se um dos principais componentes teciduais envolvidos na iniciacdo e
perpetuacdo da AR, bem como do processo inflamatério destrutivo das articulagdes,
(OSPELT, 2017; BARTOK; FIRESTEIN, 2010) a distinguindo de outras desordens
inflamatorias das articulacbes (HUBER et al., 2006).

Uma consequéncia crucial da ativacao dos FLS é a expressao e regulacao positiva
de diversas moléculas de adesdo que medeiam a aderéncia dessas células a
cartilagem (PAP, Thomas et al., 2000) e facilitam a fixagcdo da sindvia hiperplasica a
superficie da cartilagem. Por sua vez, moléculas de adesdo, como integrinas e
caderinas, funcionam como receptores de sinalizacdo, levando ao aumento da
expressao de citocinas e MMPs na articulacdo (FIGURA 2) (AGARWAL; BRENNER,
M. B., 2006; LEFEVRE et al., 2015; LEFEVRE et al., 2009).

Esse ambiente promove a alteracédo de citocinas presentes na membrana sinovial,
gue ird apresentar altos niveis de IL-13, IL-6 e TNFa (CASNICI et al., 2014). Dentre
essas citocinas, o TNF-a é a principal citocina pro-inflamatoria que regula a formacao
de outros mediadores inflamatérios no tecido sinovial (BRZUSTEWICZ; BRYL, 2015).
Destaca-se devido a suas propriedades pro-inflamatérias e imunorregulatorias,
sugerindo seu envolvimento direto na patogénese da AR tanto em estudos com
animais quanto em humanos (DANILOWICZ-LUEBERT et al., 2011).

Matsuno e colaboradores (2002) demonstraram em modelo experimental de AR
gue a reducao dos niveis de TNF-a esta diretamente relacionada com alteragées do
guadro inflamatorio e melhora do dano articular e 6sseo em camundongos tratados
com anticorpo monoclonal anti TNF-a (MATSUNO et al., 2002). Além disso, Matten e
colaboradores (2017) verificaram que a produgdo de citocinas pro-inflamatorias
diminuiu apds neutralizar TNF-a em culturas de células sinoviais (MATEEN et al.,
2017). Da mesma forma, ensaios clinicos com pacientes que utilizaram terapias com
anti-TNF demonstraram que sua administracdo diminui a inflamacdo da AR
(NAVARRO-MILLAN, CURTIS, 2013).
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Figura 2: Alteracdes articulares na Artrite Reumatoide.
a) Articulacdo saudavel; b) Articulagdo doente (Adaptado de Smolen and Steiner, 2003).

O influxo e a proliferacdo de células inflamatérias e componentes presentes na
sindvia reumatoide tem como consequéncia um desequilibrio entre a proliferacdo, a
sobrevivéncia e a morte das células presentes na sindvia reumatdide. Esse
desequilibrio faz com que as células sinoviais na AR sejam caracterizadas por uma
resisténcia a apoptose. Um dos possiveis mecanismos responsaveis por essa
resisténcia é a presenca de fatores antiapoptéticos no liquido sinovial, o que
contribui para seu acumulo no local da inflamac&o (CASNICI et al., 2014). Com base
nesse contexto, sabe-se que a modulacdo do sistema imune pelo mecanismo de
apoptose pode ser terapeuticamente benéfica em modelos experimentais de sinovite
cronica (POPE, 2002). Dessa forma, a inducdo de apoptose na articulacdo acometida
pela AR poderia ser
(RABINOVICH, 2000).

Entretanto, a aplicacéo terapéutica da apoptose mediada por ligante Fas (molécula

usada para obter vantagem terapéutica na doenca

envolvida na regulacdo de morte celular) na AR tem sido limitada por sua toxicidade
letal para o figado (ICHIKAWA, et al., 2003) . Ainda, considerando que apoptose atua
na preservacdo da homeostase de células T, regulando o tempo e a duragdo das
respostas imunes, a morte de uma populacdo de células inflamatérias poderia
ocasionar em um desbalanco da resposta imune (RABINOVICH, 2000). Portanto, &
importante considerar que auséncia de especificidade de algumas drogas e a
eliminacdo seletiva de uma subpopulacdo de células como os FLS poderia afetar

outras células da sindvia e também acarretar o aparecimento de outras doencas
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(GREEN, KROEMER, 2005).

Como consequéncia da inflamacéo, a espessura da membrana sinovial aumenta
para 10-15 camadas de células (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Esse desbalanco
contribui para progressao da doenca, evidenciando hiperplasia sinovial e a formacgao
do pannus, um tecido invasivo da cartilagem e do osso subcondral que promove a
degradacéo articular (BOTTINI; FIRESTEIN, 2013; LARK et al., 1997; LEFEVRE et al.,
2015).

Portanto, pode-se afirmar que os FLS estdo envolvidos em vias relevantes do
processo da AR e sao um dos principais contribuintes para o processo de degradacao
articular. Devido a isso, seu papel funcional na modulacdo das respostas inflamatorias
e autoimunes nas articulacdes artriticas deve ser mais explorado (KONTOYIANNIS;
KOLLIAS, 2000). A cultura de FLS in vitro se apresenta como uma ferramenta eficaz
para elucidar esse processo. Sabe-se que o fendétipo dos FLS € mantido quando
cultivado in vitro e se correlaciona com o dano histolégico da articulacdo em ratos
(LARAGIONE et al., 2008) e com a destruicdo radiologica da articulagdo de pacientes
com AR (TOLBOOM et al., 2005). Dessa forma, constituem um alvo importante para
novas abordagens terapéuticas que objetivem inibir a destruicdo da cartilagem e do
0sso ha AR (HUBER et al., 2006b).

2.5.1 Interagéo dos FLS da AR com outros tipos celulares

Além da presenca dos FLS, a membrana sinovial apresenta outros tipos
celulares, exercendo efeitos especificos sobre elas e contribuindo assim para o
processo de desencadeamento da doenca (FRANZ et al., 1998). Dentre os tipos
celulares existentes no tecido sinovial, os macréfagos sinoviais (sinoviécitos tipo A)
residentes, por exemplo, interagem intimamente com os FLS nesse processo
(OSPELT, 2017). Os mondcitos sao encontrados no revestimento intimo e sub-intimo
dos tecidos sinoviais sob condicfes saudaveis (BARTOK, 2017; (KIENER et al., 2010).
Apés a ativacado dos tecidos sinoviais durante a inflamacgdo, a angiogénese e o
recrutamento de quimiocinas ativam o influxo de mondcitos periféricos para a sindvia,
gue sdao recrutados da circulacdo, tornando-se macrofagos derivados de mondcitos
(OSPELT, 2017;YOSHITOMI, 2019).

Os FLS também interagem com células T auxiliares CD4 +, pois agem na
diferenciacdo de células T através da producéo de citocinas, como por exemplo, da

familia TGF-B. Outro aspecto importante relacionado, € que embora os FLS ndo sejam
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células imunes primarias, expressam genes relacionados a imunidade, incluindo o
HLA Classe Il, necessario para apresentar antigenos as células T CD4 + auxiliadoras
durante o desenvolvimento da AR (YOSHITOMI, 2019).

Quanto ao envolvimento de células da resposta imune adaptada, além das
células T CD4 +, sabe-se que células B também interagem com os FLS
(SCHELLEKENS et al., 2000), destacando aqui que a comunicagao entre os FLS
presentes na membrana e células imunes hematopoiéticas esta relacionada com a
producéo local de autoanticorpos na sindvia da AR (YOSHITOMI, 2019). A presenca e
a relevancia clinica de autoanticorpos caracteristicos da AR, como o fator reumatoide
e anticorpos antipeptideos citrulinados, indicam o envolvimento de células B nesse
processo (SCHELLEKENS et al., 2000). A producdo desses autoanticorpos pode
ocorrer na sindvia (DOORENSPLEET et al.,, 2014), o que indica que o ambiente
sinovial local € o principal contribuinte para o desenvolvimento e maturacdo das
células B produtoras de autoanticorpos (YOSHITOMI, 2019).

2.5.2 Morfologia e Fenétipo dos FLS in vitro

Apesar da presenca de diferentes tipos celulares, na sindvia sdo encontradas
majoritariamente populacdes de macrofagos e FLS. Entretanto, as populacdes de FLS
sdo heterogéneas, pois existem diferentes subtipos dessa célula (OSPELT, 2017).
Sabe-se que FLS em diferentes culturas in vitro apresentam um fendtipo distinto em
relacdo a diversos aspectos, principalmente quanto a morfologia, estrutura, e
proteinas de superficie (ROSENGREN; BOYLE; FIRESTEIN, 2007), que também
estao relacionados ao local de onde séo isolados (OSPELT, 2017).

Em relacdo aos fenétipos de superficie, sabe-se que CD55 (Decay-accelerating
factor) é expresso por FLS na camada de revestimento intima da sinovia, e o CD90
(Thy-1 membrane glycoprotein) € altamente expresso na camada sub-intima, sendo
estes de primordial importancia na manutencdo e ampliagdo da inflamacdo sinovial
que ocorre na AR (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; DENNIS et al., 2014). Uma
caracterizacao adicional dos diferentes subtipos de FLS pode esclarecer sobre qual
tipo de FLS conduz a destruicao e seu sitio anatébmico (OSPELT, 2017). Considerando
a heterogeneidade celular da sindvia, associado a esses marcadores de FLS, o tecido
sinovial também apresenta expressao de CD68 (marcador de macrofagos); entretanto,
sua presenca deve ser identificada em baixas concentracdes nas culturas, apos a 52.
passagem (MANFERDINI et al., 2016).

Quanto as diferencas morfoldgicas, os FLS da camada intima diferem

24



substancialmente dos FLS da camada sub-intima quando acometidos pela doenca, e
ambos diferem dos FLS presentes no tecido sinovial normal. Essas diferencas séo
vistas tanto biologicamente quanto a nivel morfolégico, apresentando formato mais
arredondado, nucleo grande e palido com nucléolos proeminentes, caracterizando
assim, o fenoétipo agressivo e invasivo dos FLS na AR (PAP, Thomas et al., 2000).

No inicio do processo de isolamento das células do liquido sinovial, em cultura
celular in vitro, € possivel observar duas populagfes celulares: FLS e macrofagos
(FIGURA 3A). Os FLS podem ser isolados do tecido sinovial e cultivados em cultura
por longos periodos de tempo, enquanto os macréfagos sinoviais sdo diferenciados e
raramente sobrevivem mais do que algumas semanas em cultura (BARTOK;
FIRESTEIN, 2010; ZHAO et al., 2016). Ao decorrer das passagens, € possivel
observar apenas a presenca de FLS (FIGURA 3B), que apresentam sob microscopia
Optica formato fusiforme caracteristico da morfologia da célula.

(A) (B)

Figura 3: Cultura de FLS. (A) Estagio inicial do isolamento (passagem 0) de FLS do liquido sinovial de

pacientes com AR. Seta 1: células de formato arredondado sugerem populagdo de macrofagos. Seta 2:
células de formato alongado sugerem populacdo de FLS (10x). (B) Cultura de FLS apés 5 passagens

(10x): Populagéo de FLS mais confluente e auséncia de macrofagos. Foto: Autor

(A) (B)
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Figura 4: Morfologia dos FLS. As imagens A e B representam culturas de FLS de pacientes diferentes
na mesma passagem da cultura (P5). E possivel perceber a heterogeneidade entre a morfologia e a

confluéncia dos FLS.

2.7 Tratamentos disponiveis

Visto que atualmente ndo ha cura para a AR, os tratamentos disponiveis tém o
objetivo de suprimir a inflamacéo e aliviar os sintomas provocados, prevenindo o dano
articular, melhorando a funcdo articular e reduzindo complicacbes a longo prazo
(ARTHRITIS FOUNDATION, 2017). A terapia medicamentosa, aliada as terapias
complementares com abordagem multiprofissional, também é evidenciada no manejo
dos pacientes com AR (HAZZ, 2008; NCCIH, 2016; NICE, 2018).

Entre as opg¢bes medicamentosas existentes, destacam-se as drogas
modificadoras do curso da AR (DMARDSs) consideradas bases do tratamento,
incluindo o Metrotrexato (um dos medicamentos mais comuns utilizados no tratamento
da AR), Leflunomida, Sulfasalazina e Hidroxicloroquina (NATIONAL RHEUMATOID
ARTHRITIS SOCIETY, 2010). Além destes, anti-inflamatorios esteroides
(corticosteroides) e nao esteroides, como inibidores da ciclo-oxigenase também tém
papel adjuvante na terapia da AR (NATIONAL RHEUMATOID ARTHRITIS SOCIETY,
2010; SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2017).

A introducdo de novas terapias bioldgicas nos anos 90 que agem na inibicdo de
citocinas proinflamatérias, como o TNF, IL-6 e IL-1, passaram a compor as opc¢des
terapéuticas das DMARDs (ARTHRITIS FOUNDATION, 2017; NATIONAL
RHEUMATOID ARTHRITIS SOCIETY, 2010). Esses novos farmacos, muitas vezes
utilizados em associagdo com DMARDs (“Rheumatoid arthritis - Treatment - NHS”,
2018) promoveram uma melhora nos resultados clinicos de pacientes com AR.
Entretanto, a reducéo da inflamacéo e a destruicdo da cartilagem ainda séo vistas em
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apenas metade dos pacientes tratados (FIRESTEIN, 2003).

Apesar dos avancos farmacolédgicos, as opcdes terapéuticas ainda visam suprimir
a inflamacéo e aliviar os sintomas sendo eficazes para a indugcdo e manutencdo da
remissdo (TANAKA, 2016), mas nao na recidiva ou reativagdo da doenga. Outros
aspectos como a eficacia limitada e os efeitos colaterais adversos destacam a
necessidade de tratamentos alternativos para AR (MATISZ et al., 2011). Assim, tém
surgido novas percepcoes terapéuticas, com o intuito de tentar esclarecer o aspecto
da cronicidade da sinovite provocada pela AR (SMOLEN; ALETAHA; MCINNES,
2016).

Nesse sentido, proteinas secretadas por parasitas surgem como uma nhova
abordagem terapéutica e tém sido estudas atualmente como terapia para doencas
inflamatdrias e autoimunes por apresentarem um potencial imunomodulatério e
antiinflamatorio (LANGDON et al., 2019). Portanto, o estudo e a caracterizacdo de
novas moléculas imunomoduladoras encontradas em produtos liberados por helmintos
e seu uso como potencial terapia para doencas inflamatérias e autoimunes séo

abordagens interessantes e relevantes para a busca de novos tratamentos para AR.

2.8 Helmintos

Os helmintos sdo organismos multicelulares que podem ser de vida livre ou
parasitaria (COOKE et al., 2017). Dados epidemiol6gicos demonstram que a
supressdo desse contato devido a melhora da higiene ao longo dos anos se relaciona
com a aumento de doencgas autoimunes e alérgicas (JACKSON et al., 2009). Ainda, &
possivel observar um aumento constante na incidéncia de distarbios
imunorregulatérios em diversos paises (BACH, 2002), o que esta diretamente
relacionado com a “hipétese da higiene” (hygiene hypothesis), mais recentemente
conhecida como “hipétese dos velhos amigos” (old friends hypothesis). A hipotese
original sugere que havia uma ligacdo entre a diminuicdo da carga patogénica e o
desenvolvimento de disturbios imunorregulatérios (BACH, 2002). Isso confirma a
relacdo da auséncia do papel imunomodulatério que os helmintos tém quando
parasitam o organismo (JACKSON et al., 2009), capaz de modular a resposta imune
do hospedeiro, induzindo tolerancia imunolégica (SIPAHI; BAPTISTA, 2017) e gerando
uma resposta imune Th2 com a secrec¢ao de citocinas IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 (COOKE
et al., 2017).

Nas ultimas décadas, dados sobre o papel regulatorio do sistema imune por
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parasitas foram evidenciados em doencas autoimunes, como a AR (OLIVEIRA et al.,
2017; PAULA MONTEIRO GOMIDES et al., 2017; SIPAHI; BAPTISTA, 2017), a
esclerose multipla (CORREALE; FAREZ, 2007), em doencgas inflamatérias intestinais
como doenca de Crohn (SUMMERS, R W et al, 2005, MARUSZEWSKA-
CHERUIYOT; DONSKOW-LYSONIEWSKA; DOLIGALSKA, 2018) e colite ulcerativa
(SUMMERS, Robert W et al., 2005), doenca celiaca (SIPAHI; BAPTISTA, 2017),
diabetes tipo 1 (SAUNDERS et al., 2007) e alergias (HELMBY, 2015).

O papel antiinflamatério e terapéutico de produtos excretores-secretores (ESPs)
dos helmintos tem sido evidenciado em modelos experimentais de colite (WANG, S. et
al., 2016), sepse (LI, H. et al., 2017) e artrite induzida por colageno (CIA) (LIU, F. et
al., 2016), através do helminto Schistosoma japonicum (S. japonicum). Yang e
colaboradores demonstraram a capacidade das cistatinas presentes nesses produtos
promoverem a polarizacdo de macréfagos M1 (pro-inflamatérios) para o perfil M2
(antiinflamatério) em modelos de doencas inflamatérias. O mesmo ocorreu no estudo
Liu e colaboradores, no qual evidenciaram que a administracdo profiladtica dessas
cistatinas foi capaz de atenuar o escore clinico e histopatologico da artrite
experimental, prevenindo a destruicdo da cartilagem e a inflamacao das articulacoes,
bem como a diminui¢do das citocinas pro-inflamatorias, como IL-6, IL-17 e TNF-a.

Visto as propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias de ESPs por
helmintos, atualmente a F. Hepatica tem recebido atencdo como nova terapia
alternativa para o tratamento de diversas doencas. Entretanto, até o momento, ha
poucos estudos na literatura que avaliem sua acao in vitro e in vivo, principalmente em

para o tratamento da AR.

2.9 Fasciola hepatica

Dentre os helmintos com propriedades imunomodulatérias, destaca-se a F.
Hepatica, um parasita trematdodeo (TALAMINI et al.,, 2014) agente causador da
fasciolose, considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma doenca emergente
(WHO, 2018) de alta prevaléncia e de alto impacto na agricultura e economia.
Entretanto, apesar desse impacto, a F. hepatica possui qualidades terapéuticas do
ponto de vista imunoldgico.

O tegumento que recobre esse parasita € formado por uma camada rica em
inclusbes secretoras e limitado externamente por uma membrana plasmatica com
glicocdlix denso (ABATH; WERKHAUSER, 1996; HAMILTON et al., 2009). A interacao
com as células do sistema imune do hospedeiro ocorre a partir da liberacdo constante

do tegumento (KHAZNADJI et al., 2005; WILSON et al., 2011), sendo esse a principal
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interface entre os parasitas e seus hospedeiros (CROMPTON, 2000) e essencial para
a sua sobrevivéncia (SMALLWOOD et al., 2017). A partir do tegumento, a F. hepatica
secreta uma combinagédo abundante de proteinas, carboidratos e lipidios, conhecidos
como produtos excretores-secretores (ESPs) (LIGHTOWLERS; RICKARD, 1988)
(HAMILTON et al., 2009; WANG, S. et al., 2016; HELMBY, 2015). Entre esses
produtos secretados estdo moléculas com propriedades imunomoduladoras como as
cistatinas. Estas estdo envolvidas em processos imunoldgicos e desempenham um
papel importante na modulacdo da resposta imune do hospedeiro (MEI et al., 2014),
como a capacidade de apresentar antigenos e regular citocinas inflamatérias (KLOTZ
et al.,, 2011; VRAY; HARTMANN, S; HOEBEKE, 2002) o que leva a uma reducao da
resposta de células T (HARTMANN, S; LUCIUS, 2003). Além disso, as cistatinas sao
inibidoras de cisteino-proteases. As cisteino-proteases, especialmente as catepsinas,
sdo os principais componentes dos ESPs (COLLINS et al., 2004; O'NEILL, S M;
MILLS; DALTON, J P, 2001) e sédo imprescindiveis na geracdo de resposta
inflamatdria (NATIONAL RHEUMATOID ARTHRITIS SOCIETY, 2010), bem como no
desenvolvimento e progressdo da destruicdo articular nos pacientes com AR (PAP,
Thomas et al., 2000; POZGAN et al., 2010). Estudos apontam a catepsina B e L como
fortemente expressas em FLS, evidenciando sua capacidade de regular seu perfil de
migragao e invasao (MULLER-LADNER, Ulf et al., 1996; TONG et al., 2014). Ainda, as
catepsinas contribuem para o que o FLS mantenha seu fenotipo invasivo
independente da presenca de células T, corroborando com as afirmacfes de que
essas vias possuem um papel significativo na destruicdo articular (HUBER et al.,
2006a; MULLER-LADNER, U et al., 1996).

A presenca dos componentes imunomodulatorios do tegumento explica o papel
da F. hepatica na regulacédo da resposta imune do hospedeiro, manipulando-a a seu
favor (KLOTZ et al., 2011). Isso permite que os parasitas sejam capazes de modificar
e adaptar seu ciclo biol6gico para evadir ao ataque do sistema imunoldgico, garantir
sua sobrevivéncia e permanecer no hospedeiro (CANCELA et al., 2017) (FIGURA 5).

A maioria das doencas autoimunes, como a AR, envolve a hiperreatividade dos
tipos celulares Thl e Thl7 (MCSORLEY; HEWITSON; MAIZELS, 2013). Logo, a
supressdo dessas vias € um aspecto importante envolvido no estudo dessas
moléculas. Os antigenos presentes no tegumento da F. hepatica jA& demonstraram
efetividade na supresséo da via Thl7 (MCSORLEY; HEWITSON; MAIZELS, 2013) e
da via Thl em estudos in vivo e in vitro por inibir a capacidade dos mastocitos em

desencadear a resposta imune Thl e por suprimir citocinas como TNF-aq, IL-6, IL-10 e
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IFN-y (MAURER et al., 2013). A mesma redugao dos niveis de citocinas foi citada em
outro estudo com modelo experimental de choque séptico através da administracédo da
preparacdo de antigenos presentes tegumento da F. hepatica (HAMILTON et al.,
2009). Outro aspecto importante durante as infeccdes por helmintos é a modulacdo do
fendtipo de resposta imune Th2/Treg que inclui a ativacdo alternativa de macréfagos
(BASKA et al., 2017). Essa via é fundamental para promover a resposta Th2 na
tentativa de suprimir os efeitos causados por doencas inflamatérias ativadas pela via
Thl, como é o caso da AR (DONNELLY, S. et al., 2008). Nesse contexto, estudos in
vitro sugerem que as respostas Th2 induzidas pela F. hepatica sdo mediadas pela
secre¢do das moléculas do tegumento, o que aparentemente induz o recrutamento da
ativacao alternativa dessa via de macréfagos (DONNELLY, S. et al., 2005).

Devido a sua acao imunomoduladora, o extrato da F. hepatica também apresenta o
potencial de inibir a ativacdo de células dendriticas (CD) induzida por receptores Toll-
like (TLRs), os quais parecem ser a chave de reconhecimento do sistema imune inato
no estagio inicial de ativagdo sinovial (HUBER, 2006). O bloqueio da capacidade de
CD iniciarem a resposta Thl, tornando-as hiporresponsivas a ativacdo de TLR,
promove a supressdo de citocinas inflamatdrias e moléculas coestimulatérias como
TNF-a, IL-6, IFN-y e IL-10, importantes na conducado de respostas imunes adaptativas
(RAVIDA et al., 2016) (MAURER et al., 2013). Isso resulta na incapacidade da célula
apresentadora de antigeno ativar células T CD4 e desencadear resposta imune (MEI
et al., 2014). Além disso, Guasconi e colaboradores demonstraram que a F. hepatica
foi capaz de induzir apoptose in vitro de eosinodfilos e macréfagos, células importantes
na resposta imune desenvolvida durante as infec¢des por helmintos.

Apesar dos estudos encontrados na literatura evidenciarem o uso da F. hepatica e
suas cistatinas em modelos experimentais e in vitro, ainda h& pouca informagéo sobre
o efeito dos produtos liberados por esse helminto em células do sistema imunolégico.
Ainda, para nosso conhecimento, ndo ha nenhum estudo na literatura que aborde o
efeito das propriedades do extrato de F. hepatica em cultura primaria de FLS de
pacientes com AR.

O extrato da F. hepatica € produzido através da homogeneizacado dos parasitas
com PBS em um moedor, sonicador e, ap0s centrifugacdo, o sobrenadante é
armazenado a -80 ° C até o uso (CANCELA et al., 2004). Dessa forma, o extrato do
helminto possui todos os componentes dos ESPs, e a agdo desses sobre os FLS
poderia contribuir para diminuicdo do seu fendtipo invasivo e agressivo in vitro.

Portanto, o potencial imunomodulatério do extrato de F. hepatica e suas moléculas
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imunossupressoras pode representar novas possibilidades terapéuticas para doencas
imunoinflamatdrias crénicas, como a AR (LANGDON et al., 2019).

Célula supressora derivada de monécito — M1

iNOS/NO

Macréfagow\¢

Neutréfilos
Macrofagos
Eosiloficlos 1L-4 e
Mastécitos  IL-5
3 1gG2a
Basofilos  IL-13 BN
IgE TNF-a

/ESPs de helmintos

IL-10
TGF-p

% Protegao/supresséo da Inflamacado
A

Célula dendritica

Figura 5: Mecanismos envolvidos na modificacdo da resposta imune pelos helmintos. (Adaptada de
Smallwood et al., 2017).
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3. MARCO CONCEITUAL

FIBROBLASTOS SINOVIAIS: Ativacéo de fendtipo agressivo e invasivo ‘

Infiltrac&o de células inflamatorias SINOVITE

Producéo e expressao de mediadores locais ~

Protedlise de MMPs ‘ DESTRUICAO ARTICULAR
Superf:xpressaq de citocinas DEGRADACAO OSSEA
Inducdo excessiva de osteoclastos

= ESPs Fasciola hepatica

Papel
antiinflamatério
e terapéutico

Modificacao do perfil dos FLS
Reducéao dos aspectos inflamatérios causados pela AR

Figura 6: Marco conceitual da Artrite Reumatoide
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4. JUSTIFICATIVA

Atualmente, ndo existe cura para a AR e os tratamentos medicamentosos ainda
ndo determinam uma melhora clinica em grande parcela dos pacientes, além de
estarem associados a efeitos colaterais e altos custos. Considerando que a AR é uma
doenca crbnica, com deterioracdo progressiva da capacidade fisica e que impacta
negativamente na qualidade de vida dos pacientes, é imprescindivel a busca de novos
tratamentos que visam a remissdo ou prevencao da evolucdo da doenca. A Fasciola
hepatica € um helminto que libera produtos excretores-secretores através de seu
tegumento, o qual possui componentes com propriedades imunomoduladoras capazes
de suprimir a resposta imune Thl e a producédo de citocinas inflamatérias. O potencial
imunomodulatério do extrato desse helminto e de suas moléculas imunossupressoras
poderiam agir no mecanismo da patologia da AR, possibilitando, assim, o
desenvolvimento de novas terapias. Somado a isso, os fibroblastos sinoviais (FLS)
sdo as principais células estromais da sindvia articular e apresentam um perfil
agressivo e invasivo em pacientes com AR e por essa razao constituem um alvo

importante para o estudo de novas abordagens terapéuticas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar in vitro o efeito do extrato da Fasciola hepatica em fibroblastos sinoviais

de pacientes com artrite reumatoide.

5.2 Objetivos especificos

e Caracterizar morfologicamente e imunofenotipicamente as culturas de

fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide;

e Avaliar in vitro o efeito do extrato de Fasciola hepatica em fibroblastos

sinoviais através dos ensaios de:

Viabilidade celular (MTT)

Morfologia nuclear (Image J- Nuclear morphology index - NMI)
Apoptose/Necrose (Anexina V- lodeto de Propidio)

Aderéncia celular

Migragao (Wound Healing)

Invaséo celular (Chambers)

TNFa (ELISA)
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Background

Introduction: Fibroblasts-like synoviocytes (FLS) are the main stromal cells of the joint
synovium and have an aggressive and invasive profile in RA patients, being involved in
cartilage degradation and bone erosion. The current therapeutic options are aimed at
suppressing inflammation and relieving symptoms, but are not effective in maintenance and
remission of the disease, so new therapeutic alternatives for RA are needed. Fasciola hepatica
(F. hepatica) is a helminth that releases excretory-secretory products through its tegument
containing immunomodulatory components capable of suppressing the Thl immune response
and the production of inflammatory cytokines. Objective: To evaluate the therapeutic potential
of F. hepatica extract in FLS from patients with RA. Materials and methods: First, the FLS
were isolated from synovial fluid RA patients, cultured and characterized for the phenotypic
markers CD55, CD90, and CD68. After, the FLS were exposed to different concentrations of F.
hepatica extract (60 pg/ml, 80 ug/ml and 100 pug/ml) and analyzed after 24 h, 48 h and 72 h by
the cell viability assay (MTT). The effect of the extract was also evaluated by nuclear
morphometry index (NMI), apoptosis assay, cell adherence, invasion and migration tests, and
TNF-a production. Statistical analyzes were performed by ANOVA or T test and p < 0.05 was
considered statistically significant. Results: F. hepatica extract decreased the cell viability of
FLS at concentration of 100 pg/ml after 48 h (83.8 % + 5.0 extract vs 100.0 % = 0.0 control; p <
0.05), and at concentrations of 80 pg/ml (88.4 % + 3.0 extract vs 100.0 % + 0.0 control; p <
0.05) and 100 pg/ml (89.8 % extract + 3.8 extract vs 100.0% = 0.0 control; p < 0.05) after 72 h,
when compared with control group. The treatment with F. hepatica extract does not affect NMI
parameters or induce apoptosis or cell death on FLS. However, the extract showed a decreased
of FLS adherence (92.0 cells £ 5.8 extract vs 116.3 cells + 7.9 control; p < 0.05), migratory
potential (69.5 % + 17.6 extract vs 100.0 % control; p < 0.05) and cell invasion (80.3 % + 3.9
extract vs 100.0 % control; p < 0.05). Besides that, there was a trend of decreased TNF levels
after extract treatment. Conclusions: Our results point out F. hepatica extract as a potential
therapy for AR due to their ability to reduce in vitro the aggressive and invasive profile of FLS
without inducing apoptosis and cell death.

Key Words: Rheumatoid arthritis, fibroblast-like synoviocytes, Fasciola hepatica
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic inflammatory disease that occurs in 0.5-1.0% of the
adult population worldwide!. RA is characterized by synovial hyperplasia with invasion and
destruction of cartilage and bone?. The synovial membrane is mainly comprised by fibroblast-
like synoviocytes (FLS), and during the illness process, as a striking characteristic of RA, it can
shelter a population of these cells with aggressive, invasive and morphologically modified
characteristics®.

The joint synovia covers the articular space and produce the synovial fluid for the joints? In
healthy joints, FLS are responsible for producing extracellular matrix components, providing
nutrient proteins to the joint cavity and surrounding tissues and assisting in joint lubrication*. In
addition, they act in the continuous physiological remodeling of the extracellular matrix,
through the secretion of collagens, fibronectin and laminin, and enzymes that degrade the
matrix, such as metalloproteinases (MMPs) and its inhibitors®. In this way, FLS play an
important role in the RA. As a relevant feature, the FLS exhibit an aggressive and invasive
profile and are involved in inflammatory process of the disease®. The ability to invade and
promote cartilage destruction stands out as one of the main characteristics of FLS in RA. Thus,
they become one of the main tissue components in the initiation and perpetuation of RA, as well
as in the process of joint destruction®*.

Available treatments have been effective for induction and maintenance of disease remission,
but there is no known cure for RA’8, Among the existing drug options, besides the steroid and
non-steroid anti-inflammatory drugs, there are the disease modifying antirheumatic drugs
(DMARDs), that can affect the RA course®. The DMARDs can be conventional and targeted
synthetic DMARDs, as well as biologic DMARDs. However, these options have not been
successful in all patients, may cause several side effects, and some of them present significant
health care costs. For that reason, new therapeutic alternatives are needed.

In this sense, parasite-secreted proteins appear as a new therapeutic approach for RA and other
self-inflammatory diseases, as they present an modulatory potential in the immune system?!. In
recent decades, data on the regulatory role of the immune system by parasites have been
reported in autoimmune diseases, such as RA'*% multiple sclerosis', inflammatory bowel
diseases such as Crohn's disease®>*®, ulcerative colitis'®, celiac disease'?, type 1 diabetes'’ and
allergies!®. Among the helminths with immunomodulatory characteristics, Fasciola Hepatica
(F. hepatica) is a parasite that has been studied for this purpose. The tegument covering this
parasite is formed by a layer rich in secretory inclusions and externally limited by a dense
glycocalyx plasma membrane!®®, F. hepatica tegument is highly glycosylated, with the
presence of oligosaccharide motifs and glycoproteins, which have immune modulatory
properties?'. The interaction with host immune system cells occurs from the constant release of
the integument?22,

To the best of our knowledge, there are no studies of the effect of F. hepatica extract on RA-
patient derived FLS. Thus, we aimed to evaluate the therapeutic potential of F. hepatica extract
on FLS from patients with RA,

Results of RA patients
Clinical and serological characteristics of RA patients

The synovial fluid was collected from a total of thirty-two patients with established RA. Of the
32 FLS isolates, 12 cellular cultures grew appropriately in vitro (7 females and 5 males), mean
age 65 years, mean duration of disease 15 years) were enrolled in this study. In our cohort, 4
patients with RA were positive for anti-CCP antibodies and presented DAS 3,61 (IQR: 3,3-4.7)
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(2 high, 9 moderate and 1 high disease activity). Most of them received treatment with
DMARD, with concurrent glucocorticoids. The baseline demographic, clinical, and laboratory

parameters are shown in Table 1.

Table 1: Clinical characteristics of the patients at the time of disease

RA patients
(n=12)

Age (years), mean = SD 65.00 = 6.08
Disease duration (years), mean * SD 15.00 £9.20
Women, n (%) 7.00 (58.33)
Men, n (%) 5.00 (41.66)
Rheumatoid factor positive, n (%) 2.00 (16.66)*
ACPA positive, n (%) 4.00 (33.33)**
Presence of erosion, n (%) 6.00 (50.00)***
Disease activity
DAS-28-ESR, median (IQR) 3.61 (3,3-4.7)
Low, n (%) 2 (16.66)
Moderate, n (%) 9 (75.00)
High, n (%) 1(8.33)

ESR, median (IQR)

41.5 (26.0-68.7)

Treatment regimen?

DMARD with concurrent glucocorticoids, n (%) 4.00 (33.33)
DMARD monotherapy, n (%) 3.00 (25.00)
DMARDs, with concurrent biologic therapy, n (%)  3.00 (25.00)

* Values equal or higher than 80 Ul/ml; 5 patients had no results for this parameter.
** \/alues higher than 100 Ul/ml 6 patients had no results for this parameter.

*** 3 patients had no results for this parameter

12 patients had no results for treatment

Morphology and Characterization of FLS

For evaluation of the morphology, FLS were stained with Phalloidin and analyzed by
fluorescence microscopy. The cells have shown the FLS elongated classic phenotype (Figure
1A). To determinate the purity of the cultures, cells was tested by flow-cytometric analysis
using FITC- Mouse Anti-Human CD90, PE- Mouse Anti-Human CD55 (both FLS positive) and
FITC- Mouse Anti-Human CD68 (macrophage positive) monoclonal antibodies (Figure 1B).
Most cells expressed the surface markers for FLS, such as CD55 (87% + 4.5) and CD90 (92% +
6.0) and they were negative for CD68 (1% = 1.1) (Figure 1C).
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Figure 1: Characterization of FLS cultures. (A) Morphology of FLS labeled with Phalloidin
for actin filamentous (green), and DAPI for nuclei (blue). (B) Percentage of positive cells for
CD55, CD90 (both FLS markers), and CD68 (macrophage marker). (C) Representative of flow
cytometry analysis for CD55, CD90, and CD68. Data are expressed as mean + SD.

F. hepatica extract decrease the cellular viability of FLS

To analyze the FLS viability after treatment with F. hepatica extract, the FLS were exposed to
different doses and timepoints. The F. hepatica extract decreased the cell viability of FLS at
concentration of 100 pg/ml after 48 h (83.8 % £ 5.0 extract vs 100.0 % + 0.0 control; p < 0.05)
and at concentrations of 80 pg/ml (88.4 % £ 3.0 extract vs 100.0 % = 0.0 control; p < 0.05), and
100 pg/ml (89.8 % extract + 3.8 extract vs 100.0 % £ 0.0 control; p < 0.05) after 72 h, when
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compared with control group without treatment (n=8). There was no significant difference in
cell viability between the time of 48 h and 72 h at 100 pg/ml. Based on these results, the dose of
100 pg/ml and the time of 48 h were chosen as a treatment protocol for the next analyses
(Figure 2).

150+ @ Control
*
] * ———— 3 Vehicle control
— (PBS)
100d < I I . 3 Extract (60 pg/ml)

= Extract (80 pg/mi)
B3 Extract (100 pg/ml)

% Cell viability
3

24h 48h 72h

Figure 2: F. hepatica extract decreased the FLS viability. F. hepatica extract decreased the
cell viability of FLS by MTT test at concentration of 100 pg/mL after 48 h and at
concentrations of 80 pug/mL and 100 pg/mL after 72 h, when compared with control group
without treatment. *p < 0.05; ANOVA two-way. (n=8). Data were normalized as percent of

control at each time point and is expressed as mean + SD.

F. hepatica extract did not alter the morphometry and did not cause apoptosis and cell
death profile of FLS

For the evaluation of the nuclear morphometry index and the nuclear irregularity index (NII),
the cells were analyzed by ImageJ Pro Plus after treatment for 48 h with F. hepatica extract and
DAPI stained. The treatment did not altered the nuclear morphometry of FLS in parameters of
area, roundness, aspect, radius ratio, and area box (Figure 3A/ Figure 3B) (n=3). In order to
access characteristics of apoptosis and necrosis, FLS were treated and labeled with annexin and
propidium iodide and analyzed by flow cytometry (Figure 3C). The F. hepatica extract was not
able to induce apoptosis or cell death (Figure 3D); (n=2).
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Figure 3: F. hepatica extract did not alter parameters of nuclear morphometry, apoptosis,
cell death of FLS. (A) Representative analysis in parameters of area, roundness, aspect, radius
ratio, area box, and the nuclear irregularity index NII in parameters of nuclear irregularity when
compared to the untreated group. Red dots: control; blue dots: F. hepatica extract; (n=3) (B)
Percentage of positive cells for anexin V and for Homogeneous population (n=3). (C)
Representative flow cytometry analysis of apoptosis (Annexin V) and necrosis (propidium
iodide); Control (left) and treated (right). (D) Percentage of viable, apoptotic, and dead cells
(n=2). Data are expressed as mean + SD.

F. hepatica extract decrease the FLS adherence efficiency, the invasion and migratory

potential
To analyze the FLS adherence efficiency, FLS were seeded and immediately treated with F.
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hepatica extract and analyzed after 6 h by optical microscopy. FLS treated with the extract
decrease the capacity to adhere in 20% when compared to control group (92.0 cells + 5.8 extract
vs 116.3 cells £ 7.9 control; p < 0.05); (n=4) (Figure 4A). For the FLS invasion potential, cells
were treated with F. hepatica extract for 48 h and then cultured in matrigel inserts for 24h. FLS
treated have their invasion potential reduced through the matrigel invasion chambers when
compared to the control group (80.3 % + 3.9 extract vs 100.0 % control; p < 0.05) (n=2)
(Figure 4B). To analyze the FLS migratory potential, FLS were treated with the F. hepatica
extract for 48 h and then a linear wound was created in the well. Light microscopy images were
taken immediately 0 and 24 h after wounding and images were analized by ImageJ. FLS treated
have their migratory potential diminished when compared to the control group (69.5 % + 17.6
extract vs 100.0 % control) (Figure 4C); p < 0.05; (n=4).

52



(A) (B) (€)

0

8 04-

2 5 c
'§ = g
» o @
€ 2 s
@ = =
= = °
3 S 5]
3 3 X
]

—

kel

o

T

(D)

Figure 4: F. hepatica extract reduced the adherence efficiency, the migratory and invasion
potentials of FLS. (A) Adherence capacity of FLS (n=4). (B) Migratory potential of FLS;
(n=3). (C) Invasive capacity of FLS (n=2). (D) Representative microscopy images of migration.
(E) Representative images of stained cells that invaded through Matrigel invasion chambers.
Original magnification: 20x. T Test; Data are expressed as mean + SD; p < 0.05.
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F. hepatica extract demonstrate a tendency to decrease the release of TNF-a by FLS

For the evaluation of TNF-a release, an important cytokine involved in the RA, FLS were first
stimulated for 72 h with INF-Y to let the environment more inflamed. After treatment, the
samples were placed on an ELISA plate for analysis. The treatment showed a tendency to
decrease the TNF-a release by FLS when compared to the control group, but this difference has
not reached the statistical significance (8.55 + 0.51pg/mL control vs 7.01 + 0.52 pg/mL extract)
(n=3) (Figure 5).

TNF-o. (pg/ml)

Figure 5: F. hepatica extract demonstrated a tendency to decrease the release of TNF-o by FLS. T-test; Data are
expressed as mean + SD (n=3); (p=0,1037)

Discussion

The FLS cells are involved in the initiation and perpetuation of RA, as well as the process of
joint degradation*?*. Despite the wealth of knowledge gained in the last years, many questions
are still open that need to be answered to fully understand the role of FLS in the development of
destructive AR. It is not clear how FLS become phenotypically altered and activated in RA and
at which stage of the disease*. Based on that, a new strategy rather than a new target should be
required for the advanced therapy of RA®. In vitro culture is a great study model for new
therapies, as well an alternative model instead animal model use, being possible the
environmental control and test of several doses in different times.

One hallmark of activated FLS in RA is the increased expression of various adhesion molecules
that may be also induced by matrix-bound and soluble factors?. FLS express type IV and V
collagens, vimentin, and CD90 (Thy-1). A significant percentage of the cultured fibroblasts
express VCAM-1 and CD55°. In relation to surface phenotypes, it is known that CD55 is
expressed by FLS in the intimate coat layer of the synovia, and the CD90 is highly expressed in
the sub-intimate layer, which is of paramount importance in the maintenance and expansion of
synovial inflammation that occurs in AR>?®. Considering the cellular heterogeneity of the
synovia, associated with these markers of FLS, the synovial tissue also presents expression of
CD68 (marker of macrophages). However, its presence is identified at low numbers in cultures
after five passages?’, as was observed in our study. By the fifth passage the vast majority of
cells stained for the markers CD90 and CD55 and only a small proportion manifested
expression of CD68. According to this pattern of cell surface marker expression, the cell
population was quite uniform and can be considered FLS.

The FLS are present in the joint synovia. As a consequence of persistent local inflammation, the
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thickness of the synovial membrane increases to 10-15 cell layers: which are mainly composed
by FLS®°. We demonstrated a decrease in the viability of FLS treated with F. hepatica extract,
which indicates that this extract may reduce the synovial cell layer. Reducing this viability can
be considered as a desirable therapeutic effect in decreasing RA progression. Sharaf and
colaborators?® demonstrated that products excretory-secretory (ESPs) from F. hepatica had
significant suppressive effects on lympho-proliferation, up to 74%. Other group showed that
ES-62, a glycoprotein secreted by the rodent filarial nematode Acanthocheilonema viteae,
prevented the development of disease in collagen-induced arthritis (CIA)?® and modified bone
remodeling by altering bone marrow progenitors?®. We demonstrated a decrease in the viability
of FLS treated with F. hepatica extract, which indicates that this extract may reduce the
synovial cell layer. It is important to focus on reducing this viability, since this imbalance
promoted by disease contributes to RA progression.

Besides increased viability, RA FLS are characterized by a resistance to apoptosis, and this
contributes to the accumulation of cells in the rheumatoid lesion. One of the possible
mechanisms responsible for this resistance is the presence of antiapoptotic factors in the
synovial fluid®. In addition, this impaired apoptosis may contribute to the development of the
microenvironment and to maintain the inflammatory response that characterizes established
RA>3L, Despite the observed effect of F. hepatica extract on cell viability, there was no notable
effect in the induction of apoptosis and cell death by morphometry parameters. However, cell
viability may have been compromised through other pathways. We hypothesize that alteration
of cell viability may be due to pro-senescent cell changes and that senescent cells are resistant
to apoptosis®2. Apoptosis conducts to a prompt elimination of dysfunctional cells in such a way
that does not promove the inflammation. In constrast, cytokine secretion by senescent provokes
extended paracrine signaling. Thus, a senescent cell has an advantage over apoptotic cells due
to the capacity to communicate with other cells, increasing the cell signaling®?2* Moreover, the
profile alteration of the cells involved in RA is a delicate process as it can modify/eliminate
other cells that are also sensitive to the drug. Therefore, it is important to consider that selective
elimination of a subpopulation of cells such as FLS may affect other synovial cells or lead to
other diseases®.

FLS has a key role in pannus formation and joint destruction® through the ability to invade and
degradate the cartilage and bone. During cartilage invasion and degradation, matrix-bound
proteins may be accessible or even released from the degraded matrix and may additionally
activate FLS in RA%®. Adherence and mechanical forces affect FLS via the extracellular matrix,
modulating FLS in behaviors as migration and adherence®’. FLS of RA adhered significantly
more to collagen type IV, fibronectin and laminin than normal FLS. Adhesion molecules on
FLS can support the binding of T cells and other mononuclear cells thereby facilitating the
ability of FLS to act as accessory cell®. Other important characteristic to been controlled is the
invasive profile. Thein vitro FLS invasion phenotype is correlates with radiologic joint
destruction for RA patients®® and histological joint damage for rats*°. Accordingly, our findings
demonstrated that F. hepatica extract was capable to significantly modify the parameters
associated invasiveness and aggressive profile of FLS such as adherence, migration and
invasion potential. These results are particularly interesting because the suppression or
modification of these phenotype seems to be an important aspect involved in the study of these
molecules with immunomodulatory effect and may indicate a potential inhibition of the
processes involved in cartilage and bone damage.

Another important factor involved in RA pathophysiology is TNF-a, a cytokine with both pro-
inflammatory and immune-regulatory properties. Findings from human and animal studies have
indicated the direct involvement of TNF-a in the pathogenesis of AR*'. Some studies had
already shown the ability of F. hepatica in suppressing pro-inflammatory cytokines®. In
addition, it has been reported that the reduction of TNF-o which is related with alterations in the

55



inflammatory condition, as well as with improvement in joint and bone damage, in mouse
model treated with monoclonal antibodies*. Another study demonstrated this same affect in a
septic shock model in mice by administering the preparation of antigens present in the F.
hepatica tegument®®. In our study, we observed a decreased release of TNF-a by FLS treated
with F hepatica extract. However it was not statistically significant, what could be related to
insufficient sample size

This study presented some limitations. As mentioned, F. hepatica extract has many different
molecules with potential pharmacological effects, such as cystatins, glycoproteins and
antioxidant proteins*214546_Therefore, the detailed concentration of these components in the
extract are not known and it is not possible to determine which one exert a specific effect on the
parameters studied. In this way, more studies should be carried on to clarify the exactly
concentration of each of these factors.

To our knowledge, this is the first study to evaluate the therapeutic effect of F. hepatica extract
on FLS of RA patients. Treatment with F. hepatica extract affected the viability of FLS, but did
not induce apoptosis or necrosis. At the same time, the extract was capable to reduce adherence,
migration potential and FLS invasion capacity. Also, it showed a tendency to decrease TNF
release by FLS which indicate an immunomodulatory effect in FLS. Therefore, the
characterization of promising new immunomodulatory molecules found in helminth-released
products and their potential use as immunotherapies are important*’. Our results point out F.
hepatica extract as a potential therapy for AR due to their ability to reduce the aggressive and
invasive profile of FLS.

Methods

Study design and patients

This cross-sectional study was performed at a tertiary public hospital in Rio Grande do Sul,
Brazil (Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA). Patients diagnosed with RA according to
the American College of Rheumatology/American College of Rheumatology/European League
Against Rheumatism (ACR/EULAR) criteria®, with avtive disease and with indication and with
indication of knee arthrocentesis by the attending rheumatologist were included in study.
Patients with positive infection serology tests (HIV, HBV, HCV, syphilis, tuberculosis) and
indication of arthrocentesis on other joints were excluded. The DAS was calculated with
DAS28-erythrocyte sedimentation rate. The study was approved by the Hospital Ethics
Committee of the HCPA and written informed consent was obtained from each patient.

Collection procedure

The arthrocentesis procedure was performed by a rheumatologist. Briefly, local anesthetic was
used in the area of the joint and a needle with a syringe attached is inserted within the joint
(joint injection) and joint fluid is drawn back under suction (aspirated) into the syringe. The
synovial liquid was placed in a 15 ml falcon tube and stored in ice until processing.

Isolation and Cell Cultures of FLS

The synovial fluid of RA patients was processed for the isolation of FLS. The liquid was
centrifuged at 2000 x g for 5 min, resuspended in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - High
glucose (DMEM-HG, Gibco by Life Technologies, USA) supplemented with 15% fetal bovine
serum (FBS, Gibco), 200mM L-glutamine (Gibco), 100 units/mL penicillin (Gibco),
100 mg/mL streptomycin (P/S) (Gibco), 50 mg/mL of gentamicin and transferred to a 6-well
plate for culture (Thermo Fisher Scientific, USA). Cells were allowed to attach during three
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days before replacing the growth medium. The cultures were kept at 37°C in 5% CO:2
atmosphere, and the medium was replaced every 3 days. The initial culture was monitored until
70-80% of confluence and then cells were detached with trypsin-EDTA (Gibco) and transferred
to a culture flask for the tests. FLS between 5 and 11 passages were used for experiments.

Preparation of F. hepatica extract

Mature F. hepatica was extracted from the bile ducts of bovine livers to obtain at local
abattoirs. Liver flukes were transported to the laboratory in bile at 37°C, washed for 2 h at 37°C
in 10 mM phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.3, homogenized and sonicated as protocol
indicated®. Liver adult flukes were frozen and the supernatant was stored at 80°C until used.
The procedure was realized at the Biotechnology Center of the Federal University of Rio
Grande do Sul, Porro Alegre, Brazil and characterization and the protocol are in a previous
study.

Morphology and Characterization of FLS

For phenotyping characterization, FLS were used in passage 5. Cells were centrifuged (2000 x g
for 5 min), the supernatant was aspirated, and the antibodies were applied directly onto the
pellet. After, the FLS were incubated with the following monoclonal antibodies: anti-Thy-1
(CD90), anti-CD55 (both FLS positive) and anti-CD68 (macrophage positive) (BD Biosciences,
New Jersey, EUA). After incubation for 15 min at dark and room temperature (RT), cells were
washed, centrifuged, resuspended and analyzed by flow cytometer (Attune, Applied
Biosystems, Life Technologies). Unstained cells were used as controls. The morphology
analysis of FLS was performed by Phalloidin staining actin filaments (also known as F-actin)
(Sigma-Aldrich by Merck, St. Louis, EUA). FLS (0.7x10* cells/ml) were cultured over
microscopy cover slips (18 x 18 mm) and placed into 12-well culture plates. After 48 h, adhered
cells were fixed for 15 min with paraformaldehyde at RT in dark. Then, the cells were washed
three times with PBS and blocked with 3% bovine serum albumine (BSA) (Sigma-Aldrich) for
1 h at RT in dark. Staining was performed with Phalloidin (IMG) for 1 h at RT in dark. Finally,
cells were photographed in a fluorescence microscope with appropriate filters (Olympus IX-71,
Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Viability assay (MTT)

FLS viability was determined by MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide] assay. The FLS were seeded in 96-well plates at a density of 5x10° cells/ml and
exposed to different doses of F. hepatica extract (60 pg/ml, 80 pg/ml and 100 pg/ml) for 24 h,
48h and 72 h at 37 °C in 5% CO?. Parallel controls were carried out with PBS (vehicle control)
or untreated group (control). Then, the culture medium was replaced with MTT (0.5 mg/ml) and
incubate for 4 h. The supernatants were removed and dimethyl sulphoxide (DMSO, Sigma
Aldrich) was added to dissolve the MTT formazan crystals. The absorbance of each well was
measured at 570 nm and 690 nm (SpectraMax M3) spectrophotometer and background was
discounted. Cell viability was expressed as percent of average of control (or vehicle control).
Eight experiments were performed independently (n=8).

Nuclear Morphometry Index (NMI)

A nuclear morphometric analysis (NMA) was performed as described by Filippi-Chiela et al.
(2012). FLS were seeded in 24-well plates at a density of 1x10* cells/ml. The following day,
FLS were treated with 100ug/mL F. hepatica extract for 48 h. After 24 h, cells were fixed with
4% paraformaldehyde and stained with 100 pL (300 nM) of 4',6-diamidino-2-phenylindole
solution (DAPI; Sigma-Aldrich, Missouri, USA). Then, cells were photographed in a
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fluorescence microscope with appropriate filters (Olympus 1X-71, Olympus Corporation,
Tokyo, Japan) and a total of 50 nuclei was obtained from random fields. The images were
analyzed using Image Pro-Plus 6.0 software (Media Cybernetics, Maryland, USA), for the
acquisition of the nuclear area and the parameters of nuclear irregularity (roundness, aspect,
radius ratio and area/box, which are grouped in an index, named the nuclear irregularity index
(NII). Three experiments were performed independently (n=3).

Apoptosis and necrosis assay (Annexin V/Propidium lodide [P1])

FLS were plated in 24-well plate at a density of 5x10* cells/ ml for the apoptosis and cell death
detection. FLS were treated with the 100pug/mL of F. hepatica extract or PBS for 48 h. The test
was performed by the Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FITC)/Propidium lodide (PI) kit
(Gibco| Thermo Fisher Scientific) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, FLS
were washed and resuspended in Annexin V binding buffer, centrifuged at 1600 x g for 5 min,
and labeled with Annexin V-FITC and Propidium lodide (PI). After 10 min at RT in dark,
Annexin V binding buffer was added and centrifuged one more time. The resulting fluorescence
was detected by flow cytometry (Attune, Applied Biosystems, Life Technologies). Two
experiments were performed independently (n=2).

Adherence assay

To evaluate the adherence potential of FLS, cells were seeded in 96-well plate at a density of
1x10? cells/ml and exposed to 100 pg/ml F. hepatica extract or PBS for 6 h. After 6 h, cells
were counted immediately in an optical microscopy for adherence to polystyrene plate
evaluation. Adherence was expressed by number of adhered cells divided by number of seeded
cells. Four experiments were performed independently (n=4).

Wound healing assay

The wound closure motility assay was performed by seeding 3.5x10* cells/ml in 24-well plates
overnight and by treating then with 100 ug/mL F. hepatica extract or PBS for 48 h. A linear
wound was created using a 200 puL micropipette tip and then washed with medium to remove
unattached cells. Light microscopy images were taken immediately 0 and 24 h after wounding
and, at the end of the experiment, cells were fixed with 4% paraformaldehyde and stained with
crystal violet. The distance of the wound was measured in “inch” by ImagelJ software and was
expressed as percent of the average of control. Four experiments were performed independently
(n=4).

Invasion assay

To the invasion capacity analysis, FLS were treated with 100 pg/mL of F. hepatica or PBS for
48 h in T75 culture flasks. After, the FLS were seeded in matrigel inserts (collagen matrix)
Corning (24 well plates, 8-mm pore diameter; Bedford, MA, USA) at a density of 1x10°
cells/well. The test was performed according to the manufacturer's specifications. To measure
cell invasion, FLS were seeded in medium free of FBS in the upper chamber. Medium
supplemented with 15% FBS was used as an attractant in the lower chamber. After 24 h, cells
that invaded through the matrix were stained with Crystal Violet, photographed by under
microscope, and analyzed in the ImageJ software. Two experiments were performed
independently (n=2).

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

To evaluate the TNF-a expression of FLS, a density of 1x10* cells/ml were seeded in a 24-well
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plate for ELISA assay. When cells reached the confluence of 80%, the culture medium was
suplemmented with 2 pL/mL of interferon-gamma (INF-y- Thermo Fisher) for 3 days to induce
an inflammatory condition in vitro. After that, FLS were treated with 100ug/mL F. hepatica
extract or PBS for 48 h. Then, the medium was replaced and the supernatant was collected after
24 h and stored at -80°C until use. The concentration of TNF-a in supernatants was measured
by human TNF-a Elisa Max™ Standard Set (BiolLegend, San Diego, CA, USA). The
absorbance of each well was measured at 450 nm and 570 nm in SpectraMax M3
spectrophotometer. Data analyses were performed in My Assays software (“Four Parameter
Logistic Curve” online data analysis tool, MyAssays Ltd, Sussex, UK) and there are
representative at pg/mL. Three experiments were performed independently (n=3).

Statistical analyses

Data are presented as mean + standard deviation (SD). Groups were compared by two-way
analysis of variance (ANOVA) and by Student's t-test using GraphPad Prism 6.0. Statistical
differences were considered significant with a p value <0.05.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstra que o extrato da F. hepatica age sobre os
mecanismos relacionados ao perfil invasivo e agressivo dos FLS envolvidos
diretamente na progressdo da AR. Dessa forma, o extrato da F. hepatica foi capaz de
reduzir a parametros de viabilidade, adeséo, invasdo e migracdo celular. Por outro
lado, o extrato ndo apresentou efeitos em parametros de morfometria nuclear e em
aspectos de apoptose e morte celular. A modificacdo do perfil de células envolvidas na
AR é um processo delicado, pois se houver auséncia de especificidade da droga, esta
pode vir a modificar/eliminar outras células do organismo. E importante considerar que
a eliminacdo seletiva de uma subpopulacdo de células como os FLS pode afetar
outras células da sindvia e também acarretar o aparecimento de outras doencas
(GREEN; KROEMER, 2005).

Nossos resultados sugerem que o extrato de F. hepatica apresenta potencial
para o tratamento da AR, através de uma abordagem de acao anti-inflamatéria. Essa
nova terapia também proporcionaria menor custo em relacdo aos tratamentos
convencionais. Apesar disso, ainda ndo necessarios mais estudos in vitro e in vivo

para ampliar o conhecimento sobre os efeitos do extrato na AR e a composicao deste.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho tem como perspectivas futuras avaliar a acdo do extrato da F. hepatica,
bem como de componentes do extrato, em ensaios in vitro com outros tipos celulares
e em modelos in vivo. Como ja descrito neste trabalho, um importante componente do
extrato da F. hepatica sdo as cistatinas, as quais apresentam propriedades anti-
inflamatorias in vitro e in vivo. Por esse motivo, tem-se de avaliar a acdo das cistatinas
recombinantes sobre células imunes como FLS e macréfagos e sobre células
saudaveis, como as ceélulas estromais mesenquimais. Além disso, serdo avaliadas as
acles do extrato e das cistatinas em modelos animais de artrite aguda e cronica. O
modelo agudo ser& o de artrite induzida por antigeno e o crénico o de artrite induzida
por colageno, a fim de testar primeiramente concentragfes e numero de doses do

extrato de F. hepatica e das cistatinas recombinantes.
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8. ANEXOS E/OU APENDICES

Anexo |. Termo de consentimento livre e esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
N° do CAAE: 89044918.8.0000.5327

Titulo do Projeto: Avaliacéo in vitro do potencial terapéutico de Cistatinas recombinantes de
Fasciola hepatica e de seu extrato em fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite
reumatoide

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo € avaliar o
potencial de uma molécula como terapia para a artrite reumatoide. Os testes para avaliacdo
dessa molécula serdo realizados em células (fibroblastos) de pacientes que tem artrite
reumatoide. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Laboratério de Doengas Autoimunes do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua
participacdo sédo os seguintes:

Autorizar a utilizacdo de uma amostra de liquido sinovial que serd obtida apés o
procedimento de puncdo articular, no ambulatério clinico. O liquido sinovial removido na
puncdo é habitualmente descartado. Vocé ndo precisara passar por nenhum procedimento
adicional durante a puncao em decorréncia da participacdo na pesquisa. Vocé deverd assinar
este documento dando permisséo para utilizarmos o material biol6gico cedido para a obtencéo
das células (fibroblastos) que serdo utilizadas nesta pesquisa. Também sera necessario
acessar 0 seu prontuario para obter algumas informacfes como data do diagnéstico da
doenca e medicamentos utilizados para o tratamento. Por isso, solicitamos a sua autorizacao
para realizar este acesso.

N&o sédo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, exceto potencial de quebra
de confidencialidade. Para evitar isso, suas informacdes serdo codificadas e sua identificacéo
ndo aparecera em qualquer divulgagdo da pesquisa.

A pesquisa nao trara beneficios diretos aos participantes, porém, contribuird para o
aumento do conhecimento sobre diferentes abordagens terapéuticas em diversas doencgas.

Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagcdo dos
participantes, ou seja, 0 seu nome nao aparecera na publicagdo dos resultados. Sua
participacdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatéria.

Caso vocé decida nao participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a
receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e
vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Apés a realizacdo das analises previstas neste projeto, as células (fibroblastos) obtidas
do liquido sinovial serdo expandidas e congeladas sendo armazenadas no Laboratério de
Doencas Autoimunes do HCPA. Este material serd utilizado exclusivamente para esta
pesquisa e apos as analises sera descartado.

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador
Pagina 1l de 2 CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé poderé solicitar a retirada do material a qualquer momento, bastando solicitar por
escrito ao responsavel pelo projeto.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Ricardo Machado Xavier, pelo telefone (51) 3359-8000 ramal 7614, com a pesquisadora
Suelen Pizzolatto Dalmolin, pelo telefone (51) 3359-8000 ramal 8837 ou com o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 3359-
7640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e outra para 0s
pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Rubrica do participante Rubrica do pesquisador Pagina 2 de
2 CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Anexo Il. Termo de confidencialidade para uso de dados

TERMO DE COMPROMISSO

Termo de Compromisso para Utilizagdo de Material Biolégico e
Informagoes Associadas

Titulo do Projeto: Avaliagéo in vitro do potencial terapéutico de Cistatinas
recombinantes de Fasciola hepética e de seu extrato em fibroblastos sinoviais
de pacientes com artrite reumatoide

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade dos pacientes cujos materiais biolégicos serdo mantidos em
biorepositérios, bem como de suas respectivas informagdes associadas,
contidas em prontuérios e bases de dados do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Concordam, igualmente, que estas informagdes serdo utilizadas Unica e
exclusivamente para execugdo do presente projeto. As informacdes somente
poderao ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, /1 de margo de 2018.

|

Nome dos pesquisadores \\Assinatura
|
Ricardo Machado Xavier ‘ @ i ,-Ay
WW
Fabiany da Costa Gongalves

Suelen Pizzolatto Dalmolin

b 5 \
rahcny oncalve 5
T 2
At
Jordana Miranda de Souza Silva = ‘P\ D \

Mirian Farinon

Renata Ternus Pedé (Q,qm Q_"a/ -
! J..SU‘Uhul\ Q—OL

Barbara Jonson Bartikoski &23’,066\ / 2 % VOSh
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STROBE Statement—Checklist of items that should be included in reports of cross-sectional

studies
Item
No Recommendation
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or the
abstract 56
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what was
done and what was found
8/9/46
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being
reported
20/26/27
Objectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses
34/55
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper
46
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of
recruitment, exposure, follow-up, and data collection
46 - 48
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of
participants
46
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, and
effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable
47 — 54
Data sources/ 8* For each variable of interest, give sources of data and details of methods of
measurement assessment (measurement). Describe comparability of assessment methods if
there is more than one group
56 -59
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias
Not applicable
Study size 10 Explain how the study size was arrived at
Not applicable
Quantitative variables 11 Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable,
describe which groupings were chosen and why
59
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for
confounding
59
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions
Not applicable
(c) Explain how missing data were addressed
Not applicable
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of sampling
strategy
Not applicable
(e) Describe any sensitivity analyses
Not applicable
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers
potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included in the
study, completing follow-up, and analysed
56
(b) Give reasons for non-participation at each stage
Not applicable
(c) Consider use of a flow diagram
Not applicable
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social)
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and information on exposures and potential confounders
56

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of
interest
Not applicable

Outcome data

15*

Report numbers of outcome events or summary measures
Not applicable

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates
and their precision (eg, 95% confidence interval). Make clear which
confounders were adjusted for and why they were included

Not applicable

(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized
Not applicable

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk
for a meaningful time period
Not applicable

Other analyses

17

Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and
sensitivity analyses
Not applicable

Discussion

Key results

18

Summarise key results with reference to study objectives
46 /56

Limitations

19

Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or
imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential bias
56

Interpretation

20

Give a cautious overall interpretation of results considering objectives,
limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and other
relevant evidence

54 - 56

Generalisability

21

Discuss the generalisability (external validity) of the study results
Not applicable

Other information

Funding

22

Give the source of funding and the role of the funders for the present study and,
if applicable, for the original study on which the present article is based
45

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background
and published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this
article (freely available on the Web sites of PL0oS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal
Medicine at http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE
Initiative is available at www.strobe-statement.org.
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Artigos publicados

2019

Ms. Ref. No.: ETAP-D-19-00661R1

Title: Biomarkers of occupational exposure to pesticides: Systematic review of
insecticides

Environmental Toxicology and Pharmacology

by Suelen P Dalmolin; Danielly B Dreon; Flavia V Thiesen; Eliane Dallegrave
Review Article

Trabalhos apresentados

Apresentacdo oral: 392 Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Setembro, 2019, Porto Alegre- RS

Apresentacdo de poster: “Fasciola hepatica extract alters viability, adhesion, migration
and invasion properties of synovial fibroblasts from patients with rheumatoid arthritis”.
36° Congresso Brasileiro de Reumatologia. Setembro, 2019, Fortaleza- CE

Participacdes/encontros

Annual European Congress of Rheumatology (EULAR). Junho, 2018, Amsterdam-
Netherlands

21° Jornada Cone Sul de Reumatologia. Agosto, 2018, Gramado- RS

Resumos publicados em anais
Annual European Congress of Rheumatology (EULAR):

“Fasciola hepatica extract alters viability, adhesion, migration and invasion properties
of synovial fibroblasts from patients with rheumatoid arthritis”

Resumos

Efeito do tratamento com Tofacitinibe na perda muscular em modelo experimental de
artrite induzida por colageno.

Descricdo: A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, inflamatoria,
caracterizada pela infiltracdo de células imunoldgicas na sinovia, resultando em
hiperplasia sinovial, degradacéo da cartilagem e erosédo 6ssea. Adicionalmente,
pacientes com AR sofrem déficits musculares, como perda de massa magra, reducao
da area e densidade muscular e comprometimento da fun¢cdo muscular. O citrato de
tofacitinibe (CT) foi recentemente aprovado para uso clinico, porém ainda ndo ha
estudos que relatem seu efeito nas vias de sinalizagdo do musculo esquelético.
OBJETIVO GERAL: Avaliar o efeito do tofacitinibe sobre a atrofia muscular de animais
com artrite experimental (CIA). OBJETIVOS ESPECIFICOS: Mensurar peso dos
animais; Avaliar a forca muscular; Avaliar escore clinico da artrite; Avaliar o edema
das patas posteriores; Avaliar a nocicepgao das patas traseiras; Dosar a enzima
creatinofosfoquinase (CPK); Medir o peso dos musculos tibial-anterior e gastrocnémio;
Avaliar o escore histopatologico da articulacao tibio-tarsal; Medir o diametro das fibras
musculares do musculo tibial-anterior; Avaliar a expressao de diversas proteinas
relacionadas com a regenerag¢do muscular (MyoD, miogenina), protedlise (miostatina,
MuRF-1) através da técnica de Western blot.. , Situacdo: Em andamento; Natureza:
Pesquisa. , Integrantes: Suelen Pizzolatto Dalmolin - Integrante / Fabiany da Costa
Goncalves - Integrante / Ricardo Machado Xavier - Coordenador / Jordana Miranda de
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Souza Silva - Integrante / Mirian Farinon - Integrante / Renata Ternus Pedo -
Integrante / Barbara Jonson Bartikoski - Integrante / RAFAELA CAVALHEIRO DO
ESPIRITO SANTO - Integrante / THAIS EVELYN KARNOPP - Integrante / THALES
HEIN DA ROSA - Integrante / MANUELA DOS SANTOS - Integrante.

2018 - Atual

Avaliacdo dos niveis de miostatina e de GDF-11 no soro e no liquido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide.

Descricao: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria, cronica e
caracteriza-se por inflamacao e degradacao das articula¢des sinoviais, com
consequentes limitacdes funcionais, incapacidade de trabalho e ma qualidade de vida.
Na AR, os fibroblastos sinoviais (FLS) assumem um fenétipo inflamatério agressivo e
invasivo contribuindo para destruicao articular. Algumas moléculas, como as miocinas,
apresentam fungéo paracrina e endocrina e, nesse sentido, ja foi reportado que
miostatina e GDF-11 sdo capazes de agir sobre as células do tecido 6sseo,
favorecendo a degradacéo articular. Em AR, h& maior expresséo de miostatina na
membrana sinovial, em comparacédo com pacientes com osteoartrite (OA), mais
especificamente nos FLS. Por outro lado, ndo é conhecida a acdo de GDF-11 na
sindvia de pacientes com AR.. , Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa. ,
Integrantes: Suelen Pizzolatto Dalmolin - Integrante / Ricardo Machado Xavier -
Coordenador / Jordana Miranda de Souza Silva - Integrante / Renata Ternus Pedo -
Integrante / RAFAELA CAVALHEIRO DO ESPIRITO SANTO - Integrante / MANUELA
DOS SANTOS - Integrante / VANESSA HAX - Integrante.

2017 - Atual

Efeitos da Exposi¢do Subcrénica Inalatéria da Associacao de Diclorvés e Cipermetrina
na Audicdo de Ratos Wistar.

Descricéo: O estudo objetiva avaliar os efeitos da exposi¢cdo subcrbnica inalatéria a
associagao dos inseticidas organofosforado Diclorvés e piretroide Cipermetrina, na
audicdo de ratos. Para tanto, seréo utilizados 36 ratos (12 por grupo) Wistar machos
de 60 dias, alocados em 3 grupos: grupo controle (expostos ao veiculo agua), grupo
controle positivo para leséo auditiva (tratados com cisplatina) por 3 dias, 24h antes da
eutanasia) e grupo Experimental (exposto a associacdo de Diclorvos e Cipermetrina).
A exposicao sera realizada durante 4 horas, 5 vezes por semana, por 6 semanas, por
meio de uma camara inalatoria acoplada a um nebulizador com fluxo controlado.
Serdo avaliadas: a presenca ou auséncia e possiveis mudancas de amplitude de
emissOes otoacusticas evocadas produto de distor¢cdo (EOAPD); variaveis de
toxicidade sistémica como massa corporal, sinais clinicos, niveis de colinesterase
plasmatica e, ap0s a eutanasia, a massa relativa dos 6rgaos e histologia pulmonar.. ,
Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa. , Integrantes: Suelen Pizzolatto
Dalmolin - Integrante / ALEXIA DOS REIS - Integrante / ELIANE DALLEGRAVE -
Coordenador / Eduarda Oliveira Cunha - Integrante / Dora de Athayde Saul -
Integrante / Danielly dos Santos Bassani - Integrante / Mateus Belmonte Macedo -
Integrante.

2017 - Atual

Comparacao dos protocolos de descalcificacdo em diferentes linhagens de roedores
para implementacéo institucional.

Descricao: A analise histopatologica de um tecido 6sseo ou calcificado, exige uma
etapa de descalcificagdo ap0s a fixagdo, que permite a remog¢ao dos sais de calcio,
necessaria a obtencéo de bons cortes neste tipo de amostras. A descalcificacéo se faz
necessaria nestes tecidos, pois os cristais de calcio destroem o fio da navalha criando
"dentes" que impedem a confeccéo de bons cortes e levam a formacéao de artefatos
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técnicos, impedindo a analise histologica adequada. A escolha da solucdo de
descalcificacado depende da urgéncia, do grau de mineralizacdo, do interesse da
investigacao, das técnicas de coloracédo e do tipo de fixador utilizado. Deseja-se
avaliar ao microscopio um preparo no qual os tecidos estejam perfeitamente
preservados, apresentando a mesma estrutura e composi¢ao quimica que possuiam
guando vivos. Normalmente, solu¢cfes de acido, como o acido nitrico, estdo
associadas ha efeitos negativos quanto a preservacao da morfologia (fraca basofilia
nuclear) e antigenicidade dos tecidos, além da integridade do DNA. Quanto mais
fortes forem as solugfes acidas e mais duradouro for o processo de descalcificacéo,
mais se acentuam estes efeitos indesejaveis. Por outro lado, o uso de agentes
guelantes evita os problemas acima mencionados, mas tem a desvantagem de exigir
um tempo de descalcificagcdo mais longo. Objetivo geralComparar os protocolos de
descalcificacao utilizando o acido nitrico 10% e EDTA 12,5% em ratos wistar,
camundongos BALB/c, DBA1/J, C57 e AG/WT.Objetivos especificosl. Avaliar o tempo
de descalcificacdo nos diferentes protocolos e linhagens;2. Avaliar a qualidade da
coloragéo HE nos diferentes protocolos e linhagens;3. Avaliar a qualidade da
coloracédo especial nos diferentes protocolos e linhagens;4. Avaliar a qualidade da
técnica de imunohistoquimica nos diferentes protocolos e linhagens;5. Padronizar o
método de descalcificacdo para amostras mineralizadas de roedores no Centro de
Pesquisa Experimental do HCPA.. , Situacdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa. ,
Integrantes: Suelen Pizzolatto Dalmolin - Integrante / EDUARDA CORREA FREITAS -
Integrante / EMILY FERREIRA SALLES PILAR - Coordenador.

2017 - Atual

Suplementacgé&o de vitamina D no envolvimento muscular em modelo experimental de
lGpus.

Descrigdo: O presente projeto pretende avaliar o envolvimento muscular do lUpus
eritematoso sistémico em modelo experimental induzido por pristane apés
suplementacgao de vitamina D e/ou exercicio.Isso sera analisado por experimentos in
vivo utilizando modelo animal de LES induzido por pristane submetidos a
suplementacao e/ou exercicio, onde sera avaliado seu papel sobre escore clinico,
nocicepc¢ao articular, dano histolégico muscular e producéo de mediadores
inflamatorios. Objetivo geral Descrever as alteragdes histologicas e moleculares do
musculo gastrocnémio, tibial-anterior e s6leo apds suplementacédo de vitamina D e/ou
exercicio fisico aerobio em esteira inclinada em um modelo experimental de lupus
induzido por pristane.Objetivos especificos 1. Estudar a acdo da suplementacéo de
vitamina D nas manifestac¢des clinicas do LES induzido por pristane através de: a.
Avaliacéo de escore clinico visual das articulagbes; b. Avaliacdo da mobilidade; c.
Avaliacdo da fadiga; d. Avaliacdo de forca; 2.Estudar a acdo da suplementacao de
vitamina D nas manifestacdes laboratoriais do LES induzido por pristane através de:
a.Variacao do perfil hematologico; b. Deteccdo de proteindria e alteracdes do
sedimento urindrio; 3. Avaliar o peso corporal e 0 peso dos musculos gastrocnémio,
tibial-anterior e soleo dos animais;4. Estudar a acéo do treinamento aerobio em esteira
inclinada nas manifestacdes clinicas do LES induzido por pristane através de: e.
Avaliacdo de escore clinico visual das articulagdes; f. Avaliacdo da mobilidade;
g.Avaliacéo da fadiga; h. Avaliagao de forga.. , Situacdo: Em andamento; Natureza:
Pesquisa. , Integrantes: Suelen Pizzolatto Dalmolin - Integrante / Jordana Miranda de
Souza Silva - Integrante /| EDUARDA CORREA FREITAS - Integrante / KEVIN
ZEBROWSKI FERNANDES - Integrante / ODIRLEI ANDRE MONTICIELO -
Coordenador / RAFAELA CAVALHEIRO DO ESPIRITO SANTO - Integrante / THAIS
EVELYN KARNOPP - Integrante / THALES HEIN DA ROSA - Integrante.
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