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RESUMO

BAVIA, L. Contribuicdo do componente C5 do sistema complemento em modelo
experimental de doenca hepatica alcodlica. 2013. 248 f. Tese (Doutorado em Imunologia) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

A imunidade inata contribui efetivamente para o desenvolvimento da Doenca Hepatica
Alcodlica (DHA). Dentre os componentes da imunidade inata, em um contexto inflamatério, a
ativacdo do sistema complemento pode ser um importante fator ligado a patogenia desta
doenca. Modelos murinos de DHA mostraram evidéncias da contribuicdo de C3 para o
acumulo de triglicerideos no figado e também no tecido adiposo. Ja a proteina C5 parece estar
envolvida com a injdria e inflamacéo hepatica ap6s o consumo cronico de etanol. Portanto,
tivemos como objetivos: a) investigar a contribuicdo do componente C5 no estabelecimento e
manutencdo da DHA aplicando as linhagens C57BI/6 (B6) e A/J, e a congénica B6 C5
deficiente (B6.A-Hc®): e, b) desenvolver duas linhagens congénicas para introduzir o gene c5
mutante da linhagem A/J em fundo genético B6, e vice-versa. Para isso, camundongos B6 e
A/J machos com 10 semanas de idade foram tratados com a dieta hiperlipidica de Liber-
DeCarli modificada contendo etanol, ou maltodextrina, ou apenas a dieta, por 6, 8 e 10
semanas. Ao final de cada semana determinamos o numero de leucécitos circulantes,
coletamos material para analise histopatologica, determinamos a quantidade de triglicerideos
hepaticos, e quantificamos citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1f, IL-12, IL-10) hepéticas por ELISA.
Observamos que em ambas as linhagens que receberam etanol houve hepatomegalia
acompanhada de acumulo de triglicerideos, e reducdo das citocinas IL-6 e IL-12 ao longo das
semanas de tratamento. A linhagem A/J tratada com etanol apresentou aumento de leucdcitos
circulantes, de IL-10 e de NO hepaticos. Além disso, apresentou menor acUmulo de
triglicerideos hepaticos em relagdo a linhagem B6. A linhagem B6 tratada com etanol
apresentou aumento de IL-1p e reducdo de IL-10 hepaticos. Dessa forma, a linhagem A/J
sofreu mais danos inflamatérios que a B6, mas esteve mais protegida do acumulo de
triglicerideos hepaticos. Uma vez validados por sequenciamento de nucleotideos, ensaio
hemolitico da Via Alternativa, imunodifusdo dupla e por microssatélite, os camundongos
B6.A-Hc? e B6 foram tratados com as mesmas dietas anteriores por 10 semanas. Incluimos
nas analises a concentracdo sérica de aspartato aminotransferases, fosfatase alcalina,
albumina, glicose, triglicerideos e colesterol. Coletamos materiais para analise histopatolégica
e ainda determinamos as quantidades de triglicerideos e colesterol hepaticos. Por fim,
quantificamos a concentracdo das citocinas (TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y,
TGF-B) e a producdo de NO no tecido hepéatico. Observamos que o tratamento com etanol
aumentou a concentracdo de IL-17 e IL-10 e reduziu IL-1p e TGF-B hepéticas nos
camundongos B6.A-Hc® em relagdo aos B6. Encontramos também diferencas entre as
linhagens, mas independente da dieta, onde os animais B6.A-Hc® apresentaram maior
concentracdo de todos os parametros séricos avaliados, exceto glicose. E ainda observamos na
linhagem B6.A-Hc® menor concentracio hepatica de IL-6, IL-12 e IFN-y. Concluimos que o
C5 favoreceu um ambiente hepatico pro-inflamatoério ao mesmo tempo que parece ser
importante para o controle sérico das enzimas de funcéo e sintese hepatica, assim como do
perfil lipidico no modelo de DHA.

Palavras-chave: Sistema complemento.Componente C5. Doenga Hepatica Alcoolica.
Inflamag&o. Citocinas. Camundongos congénicos C5 deficientes e C5 suficientes.



ABSTRACT

BAVIA, L. Contribution of murine complement component C5 in experimental alcoholic
fatty liver disease. 2013. 248 p. Ph. D. thesis (Immunology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2013.

Innate immunity contributes effectively to the development of Alcoholic Liver Disease
(ALD). The complement system activation may play an important role in the pathogenesis of
this disease. Murine models of ALD have showed evidences of the C3 contribution to the
accumulation of triglycerides in liver and in adipose tissue. On the other hand, C5 protein
seems to be involved with inflammation and liver injury after chronic ethanol consumption. In
this work we investigated the contribution of the C5 component in the establishment and
maintenance of ALD employing C57BI/6 (B6) and A/J, and B6 C5 deficient congenic mice
(B6.A-Hc®). We also developed two congenic strains introducing the mutant gene c5 of A/J in
genetic background of B6 mice, and the other way around. Ten-week old B6 and A/J male
mice were treated with modified Liber-DeCarli diet, containing or not, ethanol or
maltodextrin. To determine the time of treatment which most highlights the differences
among the strains, mice were treated daily for 6, 8 and 10 weeks. After this period, tissue
samples were collected for histopathological analysis and we quantified the number of
circulating leukocytes, the amount of hepatic triglycerides and the liver cytokines (TNF-a, IL-
6, IL-1B, IL-12, IL-10). We observed that in both strains treated with ethanol there was
hepatomegaly, accumulation of triglycerides in the liver, and a reduction of IL-6 and IL-12.
The A/J mice group had increased numbers of circulating leukocytes, and increased levels of
IL-10 and NO in the liver. They also showed a reduction in liver triglycerides compared to B6
mice, which had increased IL-1p and reduced IL-10. Therefore, A/J strain presented more
inflammatory liver damage than B6, but was more protected from hepatic triglyceride
accumulation. The next step of this work was to study the congenic B6.A-Hc’ and B6 mice.
Before starting the diet administration, these animals were validated by nucleotide
sequencing, alternative pathway hemolytic assay, immunodiffusion and microsatellite. Then,
the congenic B6.A-Hc® and B6 mice were treated with the same diets above described for 10
weeks. The following parameters were analyzed: serum aspartate aminotransferase, alkaline
phosphatase, albumin, glucose, triglycerides and cholesterol. We also collected tissue samples
for histopathological analysis, determined the amounts of liver triglycerides, and quantified
the concentration of liver cytokines (TNF-a, IL-6, IL-1p, IL-10, IL-12, IL-17, IFN-y, TGF-B)
and NO production. We observed that treatment with ethanol increased the concentration of
IL-17 and IL-10 and reduced IL-1B and TGF-B in the liver of B6.A-Hc® mice compared to B6.
We also found differences between the strains regardless the diet. B6.A-Hc® mice presented
higher concentrations of all serum parameters evaluated, with the exception of glucose. These
animals also had a lower concentration of IL-6, IL-12 and IFN-y in the liver. We conclude
that the C5 component contributes to liver inflammation. The presence of this molecule seems
to be important for the control of liver homeostasis and serum lipid profile in the model of
DHA.

Keywords: Complement system. Complement component C5. Alcoholic Fatty Liver Disease.
Inflammation. Cytokines. Congenic mice C5 deficient and C5 sufficient.
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1 INTRODUCAO

1.1 O sistema complemento

O sistema complemento € formado por 30 ou mais proteinas plasmaticas e de
membrana. E um dos protagonistas centrais da imunidade inata, desempenhando importante
papel na defesa contra a invasdo de patégenos. Uma das relevantes funcdes do complemento é
a opsonizacao de particulas ou microorganismos facilitando sua fagocitose e remocéo. Ele
também pode participar ativamente da resposta inflamatéria por meio da producéo de fatores
quimiotéticos (C3a, C4a, C5a) que atraem células inflamatdrias para o sitio de ativacdo
(RICKLIN et al., 2010). O complemento pode ainda solubilizar e remover imunocomplexos
evitando deposicdo e injdria tecidual (MILLER; NUSSENZWEIG, 1974), assim como ativar
linfocitos B, estimulando-os para a sintese de imunoglobulinas (RICKLIN et al., 2010;
WALPORT, 2001), além da lise de microorganismos pela formacdo do complexo de ataque a
membrana (KONDOS et al., 2010).

1.1.1 Vias de ativacéo

1.1.1.1 Via Cléssica

O inicio desta via depende principalmente da presenca de imunocomplexos formados
por anticorpos ligados especificamente a antigenos. O complexo protéico C1 é formado por
uma molécula de C1q e duas moléculas de C1r e de C1s (C1gC1r,C1s,). Clq inicia a ativacao
da via classica ao ligar-se ao imunocomplexo, quando sofre uma mudanca conformacional e
passa a ativar C1r. Apos este ser ativado, ele exibe atividade de serino-protease e ativa C1s
que, por sua vez, também passa e exibir um sitio catalitico de serino-protease podendo clivar
C4 e C2. C4 cliva-se em C4a e C4b, e a este ultimo liga-se C2 que entdo sofre acdo
enzimatica de Cls ativado, formando C2a e C2b. Os fragmentos C4b2a formam a C3
convertase, responsavel esta pela clivagem de C3 em C3a e C3b. Quando fragmentos C3b
ligam-se ao complexo C4b2a [C4b2a3b,], forma-se entdo a C5 convertase (RICKLIN et al.,
2010; WALPORT, 2001) (Figura 1). A acédo desta enzima sera abordada na pagina seguinte.
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1.1.1.2 Via Alternativa

A ativacdo desta via inicia-se a partir da hidrdlise espontanea da ligacéo tidl-éster
localizada na cadeia o do componente C3 gerando C3(H,0). Esta molécula exibe sitio reativo
para a proteina plasmatica fator B (fB), formando o complexo C3(H,0)B. Nesta condi¢éo, o
fB pode ser clivado, pela enzima fator D (fD), em Ba e Bb. O fragmento Bb permanece ligado
ao C3(H.0)Bb, formando a primeira C3 convertase desta via, que agora apresenta atividade
de serino-protease e cliva C3 em C3a e C3b. C3b, assim como C3(H,0), apresenta sitio para a
ligacdo do fB, o qual, uma vez ligado a C3b, sofrerd clivagem pelo fD, resultando no
complexo C3bBb, a segunda C3 convertase desta via. Quando C3 se liga ao complexo C3bBb
forma C3bBb3b,, o qual exerce atividade de C5 convertase (RICKLIN et al., 2010;
WALPORT, 2001) (Figura 1).

1.1.1.3 Via das Lectinas

Esta via inicia-se a partir da ligacdo de aclUcares como manose a lectinas, como a
lectina ligadora de manose (mannose binding lectin - MBL). A MBL tem estrutura
semelhante a C1q, mas se liga a residuos de manose, N-acetil-glicosamina, frutose, glicose,
entre outros residuos abundantes na superficie de microorganismos (TURNER, 2003). A
MBL estdo associadas trés serino-proteases, mannose-binding lectin-associated serine
protease-1 (MASP-1), MASP-2, MASP-3, que sdo ativadas quando a MBL se liga a agUcares.
Essa ativacdo leva a clivagem de C4 e de C2, resultando na formacdo de C3 convertases e C5
convertases, semelhantes as convertases geradas na via classica (RICKLIN et al., 2010;
WALPORT, 2001) (Figura 1).

1.1.2 Via terminal comum

As C5 convertases formadas tanto pelas vias classica/das lectinas (C4b2a3b) como
pela via alternativa (C3bBb3b) clivam o componente C5 em Cb5a e C5b. O fragmento C5b
adere a superficie celular e a ele o componente C6 se liga, formando o complexo C5b6. A este
complexo incorpora-se também o componente C7, C8 e até 18 moléculas de C9, formando o
complexo de atague a membrana (MAC) C5b678(9),. O MAC se insere na célula como um
canal transmembranico, favorecendo o desequilibrio ibnico e aumento do volume intracelular

levando ao rompimento da membrana celular (lise) (KONDOS et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1 - Ativacdo geral do sistema complemento.
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Ativagdo do Sistema de Complemento. As trés vias culminam na Via terminal comum com a formacdo do
Complexo de Ataque a Membrana (MAC), causando a lise da célula.
Fonte: Adaptado de Morgan e Harris (1999).

1.2 O componente C5

O componente C5 pertencente a via terminal comum sera o alvo de estudo em nosso
trabalho. Sua biossintese é realizada principalmente nos hepatocitos (MORGAN; GASQUE,
1997). No entanto, sitios secundarios também sintetizam C5 como: pulmao, baco, intestino
fetal, mondcitos, macréfagos e células alveolares tipo 11 (WETSEL, 2000).

C5 é uma glicoproteina com 190 kDa que consiste de 2 cadeias polipeptidicas, cadeia
a e cadeia B, com massa molecular de 155 e 75 kDa, respectivamente, as quais sdo ligadas
entre si por ponte dissulfidica (TACK; MORRIS; PRAHL, 1979). E sintetizada inicialmente
como uma unica cadeia precursora, Pr6-C5, de 1676 aminoéacidos (aa) incluindo um peptideo
lider com 18 aa e uma sequéncia de ligagdo rica em arginina. O precursor de C5 (Pr6-C5) €
processado intracelularmente, originando as duas cadeias o e , que se mantém juntas por

ligacdo dissulfidica e forcas ndo-covalentes (WETSEL, 2000). Carney e colaboradores (1991)
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determinaram que o0 gene ¢5 contém 41 éxons o0s quais abrangem uma regido gendémica de 79
kb.

Por meio de estudo com células somaticas hibridadas com DNA complementar
(cDNA) e por hibridacgéo in situ, Jeremiah e colaboradores (1987,1988) localizaram o gene c5
humano no cromossomo 9g22-g34. No mesmo periodo, Wetsel e seu grupo (1987) também
contribuiram para a analise molecular do gene ¢5 humano na banda cromossdémica 9932-g34,
com maior concentracdo na regido 9934.1 . D"Eustachio et al. (1986) estudando a localizagéo
cromossémica de genes que codificam os componentes do complemento C5 e fator H em
camundongos, ratos e hamster chinés, encontraram que o gene estrutural ¢5 murino localiza-
se no cromossomo 2. Wetsel, Fleischer, Haviland (1990) observaram que a delecdo de dois
pares de base (pb), uma timina e uma adenosina (TA), no éxon 7 proximo a extremidade 5' do
gene c5 (HAVILAND et al., 1991) era responsavel pela deficiéncia de C5 em camundongos.
A delecdo de TA, afeta a sequéncia de leitura, gerando um codon de parada prematura (UGA)

a quatro pares de base do local da delecéo.

1.3 Os receptores de C5a

O fragmento C5a exerce a maioria de suas atividades bioldgicas através da ligacdo
com seus receptores. O gene codificador para o receptor de C5a (C5aR) encontra-se no
cromossomo 19g13.3 em humanos e no cromossomo 7 em camundongos e é encontrado em
varios tipos celulares como eosinofilos, basofilos, neutrofilos, mastocitos, mondcitos e
macréfagos. A sua interacdo com Cba pode mediar a inflamacdo local e sistémica
(HAWLISCH et al., 2005) e também regular a liberagdo de citocinas e quimiocinas como IL-
1B, IL-6, TNF-q, IL-12 e IL-8 (EMBER; JAGELS; HUGLI, 1998). O receptor C5aR pertence
a familia dos receptores acoplados a proteina G (KLOS et al., 2009), ja o receptor semelhante
ao receptor de C5a (C5L2), descoberto em 2000 pelo grupo de Ohno foi considerado um
receptor Orfdo putativo e ndo indutor de sinalizacdo. O receptor C5L2 liga Cba, entretanto
liga-se com maior afinidade ao fragmento de C5a que sofreu remocao da Gltima arginina pela
acdo de uma N-carboxipeptidase (C5adesArg) (MATTHEUS; MUELLER-ORTIZ; WETSEL,
2004). Até o momento seu papel exato na resposta imune ainda € objeto de estudo
(BAMBERG, et al., 2010). Existem trabalhos que mostram a expresséo do receptor C5L2 em
tecido adiposo e a ligagéo dos fragmentos C3a e C3adesArg a este receptor estimula a captura
de glicose e a sintese de triglicerideos pelo tecido adiposo. (CIANFLONE; XIA; CHEN,
2003; KALANT et al., 2005). Por outro lado, outros ligantes de C5L2 como C5a, C5adesArg



-31-

e Cda ndo estimulam a sintese de lipideos (GAO et al., 2005). Portanto, a real funcdo deste

receptor permanece ainda obscura.

1.4 As funcGes bioldgicas de C5

As funcgdes bioldgicas de C5 dependem da atuacdo de C5a e C5b de receptores que
interagem com o primeiro fragmento. Com a clivagem de C5 em C5a e C5b, o produto
ativado do complemento, C5a, desempenha poderosas atividades bioldgicas que afetam a
resposta inflamatéria. O fragmento C5b é essencial para a formagdo do MAC, contribuindo
para eliminacdo de células-alvo, como bactérias, fungos ou protozoarios (KONDOS et al.,
2010).

Assim como C3a, o fragmento C5a é uma anafilatoxina. C5a é um forte regulador da
vasodilatacdo, aumentando a permeabilidade dos pequenos vasos e induzindo a contracdo da
musculatura lisa. Em células como macrdfagos, neutréfilos e eosindfilos, a ligacdo do
fragmento C5a em seu respectivo receptor, C5aR, pode estimular a explosdo respiratéria. Ja
em células como mastdcitos e basoéfilos, C5a estimula a liberacdo de histamina. O fragmento
C5a ainda é considerado um poderoso quimioatraente, recrutando células como: macrofagos,
neutrofilos, linfocitos B ativados, linfécitos T, basofilos e mastocitos para o sitio inflamatério.
Todas estas fun¢es podem tanto contribuir para as fungfes imunes protetoras, quanto causar
danos aos tecidos (GUO; WARD, 2005; KLOS et al., 2009).

Em adicdo as propriedades pré-inflamatorias do fragmento Cb5a, descritas acima,
estudos recentes mostram que este fragmento também desempenha importante papel em
outros contextos. Em 2000, Karp et al. empregando técnicas de microarranjo, polimorfismo
de nucleotideos (SNP) e Quantitative Trait Locus (QTL) identificaram o gene codificador de
C5 como locus de susceptibilidade para o desenvolvimento da asma alérgica experimental.
Addis-Lieser, Kohl, Chiaramonte (2005) estudaram o papel de C5 no desenvolvimento da
fibrose pulmonar induzida por bleomicina. Estes autores observaram que durante a fase aguda
C5 teve um papel protetor e anti-inflamatoério, entretanto, durante o estagio crénico C5
contribuiu para o desenvolvimento de fibrose pulmonar. Estes dados sugerem o envolvimento
de C5 tanto na inflamagdo quanto no reparo tecidual em modelos de fibrose induzido por
bleomicina. Em modelos de fibrose hepética Hillebrandt et al. (2005) também empregaram a
analise de QTL para identificar o locus que confere susceptibilidade a fibrose. O mesmo
grupo também observou que C5 possui efeito fibrogénico tanto em modelos de fibrose

murinos ou humanos. Complementando estes estudos sobre o papel fibrogénico do
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componente C5 em modelo de fibrose biliar induzido pela técnica de liga¢do do ducto biliar
aplicando camundongos C5 suficientes e C5 deficientes observou-se que nos camundongos
C5 deficientes a inflamacdo tornou-se atenuada concomitante a reducdo significativa de
fibrose biliar (SCHMITT et al., 2012). Estes estudos evidenciam o componente C5 como um
potencial alvo para intervencdes terapéuticas para o controle do desenvolvimento de fibrose.

Em modelo de malaria cerebral os camundongos C57BI/6 (C5 suficientes) séo
susceptiveis a infeccdo, ja os camundongos A/J (C5 deficientes) sdo resistentes. Para
investigar se esta susceptibilidade estaria associada ao componente C5 ou ao fundo genetico,
Patel et al. (2008) geraram camundongos congénicos C57BI/6 (C5 deficientes) e A/J (C5
suficientes) e submeteram estes animais a infeccdo com Plasmodium berghei.
Interessantemente, estes autores encontraram que os animais A/J C5 suficientes tornaram-se
susceptiveis ao desenvolvimento da malaria cerebral. Estes resultados implicam que C5
contribuiu para a patogénese da malaria cerebral independentemente do fundo genético da
linhagem de camundongo empregada no modelo. Da mesma forma, camundongos C5 ou
ChaR deficientes também foram resistentes em desenvolver sepsis, quando submetidos ao
modelo experimental de puncdo e ligacdo do ceco (WARD, 2008).

Outro exemplo da acdo de C5, em especial de C5a, é a regulacdo da imunidade
adaptativa em contexto tumoral. A geracdo de C5a no microambiente tumoral aumenta o
crescimento do tumor, suprimindo linfécitos T CD8". Esta supressdo esta associada com o
recrutamento de células supressoras mieldides para o sitio tumoral. C5a estimula as células
supressoras a produzir espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, as quais inibem a
especificidade antigénica das células TCD8", que por sua vez deixam de atuar sobre as células
tumorais permitindo o seu desenvolvimento (MARKIEWSKI et al., 2008).

Em modelo de artrite auto-imune, a ativacdao do sistema complemento e a geracédo dos
seus produtos de ativacdo, como C5a, podem iniciar a diferenciacdo de células Th17 a partir
de células TCD4". A expansio da subpopulagio Th17 pode piorar o quadro de doengas auto-
imunes ou a propria resposta imunoldgica as infecgdes. O bloqueio do C5aR pode beneficiar o
controle da inflamacdo e da progressdo de doengas auto-imunes mediadas por Thil7
(HASHIMOTO et al., 2010).

Além das funcgdes citadas acima, os componentes do complemento, em especial C5,
estdo associados com a promocdo de doencas neurodegenerativas em modelos animais.
Empregando o modelo murino de Doenca de Alzheimer, Fonseca et al. (2009) estudaram a
contribuicdo de Cha e C5aR na patogénese e comportamento neste modelo de doenga

neurodegenerativa. Sabendo que Cb5a recruta e ativa células da microglia e astrocitos via
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C5aR, este autores administraram aos camundongos um peptideo antagonista do C5aR. Apos
este tratamento, houve reducdo no quadro patoldgico desencadeado pela progressdo da
doenca, melhora comportamental e cognitiva dos camundongos. Estes resultados sugerem que
a inibicdo da funcdo mediada por C5aR pode interferir na neuroinflamacdo e
neurodegeneracdo em modelos murinos de Doenca de Alzheimer. Trabalhos empregando a
administracdo de peptideos antagonistas do C5aR em doencas relacionadas ao sistema
nervoso central (SNC) foram elegantemente discutidos na revisdo de Woodruff e
colaboradores (2010). Esta revisdo mostrou que 0 uso de antagonistas para C5aR protegeu 0s
camundongos em varios modelos de doencas degenerativas, injarias agudas do SNC e
infeccbes do SNC. Além disso, foi identificado que tanto o componente C5 quanto o seu
receptor foram expressos durante o periodo de neurulacdo com expressao localizada na regido
cefalica do tubo neural. Em modelo de deficiéncia de acido fdlico durante o processo
gestacional a remocao do gene C5aR ou ap6s a administracdo de peptideo antagonista ao
C5aR em camundongos fémeas prenhes houve mé formacao do tubo neural (DENNY et al.,
2013). Assim sendo, além da promocéo de doencas relacionadas aos SNC o componente C5 e
C5aR também estdo envolvidos com o desenvolvimento embrionario neurol6gicos em
mamiferos.

Portanto, reunimos aqui algumas fungdes que envolvem o componente C5, que vao
desde o seu papel classico como anafilatoxina e como um componente pro-fibrogénico, até
como um fator chave para o desenvolvimento de respostas inflamatdrias severas em
condicdes de malaria cerebral e sepsis, ainda contribui para a progressdo tumoral e para as

doencgas que acometem o SNC.

1.5 O componente C5 e a regeneracao hepatica

O figado, além de ser um 6rgdo fundamental para sintese e armazenamento de glicose,
ele também é responsavel pela sintese de colesterol, assim como pela lipogénese e
metabolismo de proteinas. E o principal 6rgdo desintoxicador do corpo, por meio do
metabolismo de diversos farmacos e toxinas, e consequentemente, pela remocdo dos produtos
resultantes deste processo. O figado, mesmo desempenhando estas inimeras fungdes, também
possui extraordinaria capacidade regenerativa, regulando sua prépria massa e crescimento
(TAUB, 2004).

O componente C5 pode exacerbar a resposta inflamatdria e conduzi-la a danos severos

como citamos anteriormente. Mas, curiosamente, ele também pode desempenhar um papel
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claramente reparador. Interessantemente, outras nobres funcgdes bioldgicas foram atribuidas a
C5, sugerindo um envolvimento essencial na regeneracao do figado apés injdria. Mastellos et
al. (2001) mostraram que camundongos deficientes de C5 (C5™), quando submetidos a uma
injaria por tetracloreto de carbono (CCl,), exibem regeneracdo hepatica anormal, sendo mais

+/+

suscetiveis a danos toxicos no figado do que animais C5 suficientes (C5""). No entanto,
quando camundongos C5” foram reconstituidos com a proteina C5 murina purificada
regeneraram o tecido hepatico, semelhantemente ao observado em camundongos C5 normais.
Com isso, sugere-se que o sistema complemento apresente importante desempenho na
manutencdo da homeostase hepética e na resposta fisiologica do figado pos-injdria tdxica,
provocada pelo emprego do CCl,. O grupo de Markiewski (2004) observou o mesmo
processo patoldgico em camundongos C3”. Desta forma, fica evidente o papel critico dos
componentes C5 e C3 para a recuperacdo hepatica apds dano toxico.

Em modelo de hepatectomia parcial, Strey et al. (2003) demonstraram que 0sS
fragmentos C3a e C5a, assim como seus respectivos receptores (C3aR e C5aR), sdo essenciais
para a regeneracao do figado, promovendo a proliferacdo dos hepatdcitos. Neste processo
regenerativo estariam identificados como reguladores cruciais as citocinas interleucina (IL)-6
e fator de necrose tumoral (TNF)-a, bem como os fatores de transcri¢do: transdutor de sinal e
ativador da transcricdo 3 (STAT-3) e o fator nuclear kB (NF-kB). Estes resultados foram
novamente explorados e confirmados pelo grupo de Markiewski (2009), concluindo que os

fragmentos C3a e C5a regulam a homeostase do figado, em dependéncia de IL-6 e TNF-a.
1.6 Sistema complemento e esteatose hepatica

A ativacdo do sistema complemento de forma exacerbada no tecido hepatico frente aos
mais variados tipos de injaria, como acima citados, é correlacionada com a progressao de
varias patologias cronicas (HILLEBRANDT et al., 2005). Dentre as patologias cronicas e
“silenciosas” que podem ser influenciadas pela ativagdo do sistema complemento estd a
Doenca Hepética Alcodlica (DHA) (PRITCHARD et al., 2007) e a Doenga Hepética N&o
Alcoodlica (DHNA) (RENSEN et al., 2009), doencas caracterizadas primariamente pela
deposicéo de lipideos nos hepatdcitos (esteatose), sequida de inflamacao e fibrose que podem
progredir, sem possibilidade de regressdo, para a cirrose (NAGATA; SUZUKI,;
SAKAGUCHI, 2008).
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1.6.1 Sistema Complemento na DHA

Apresentamos aqui um breve resumo dos principais trabalhos que investigaram o
papel do sistema complemento na DHA, retomaremos este tema no CAPITULO 2. O
primeiro estudo aplicando um modelo animal envolvendo a ativagdo do sistema complemento
com a DHA foi realizado pelo grupo de Jérveldinen, em 2002. Ratos foram tratados com uma
dieta hiperlipidica contendo etanol por 4 a 6 semanas, e, apds este periodo, observou-se
deposicdo de C3 e esteatose no espaco porta hepatico nos animais selvagens. Por outro lado,
os ratos deficientes de C3 nédo apresentaram semelhante patologia.

Camundongos C3 deficientes também foram protegidos do depdsito de gordura
hepéatica apds tratamento com dieta contendo etanol (BYKOV et al, 2006). Além disso,
estudos onde camundongos C5 deficientes foram tratados com dieta hiperlipidica contendo
etanol mostraram que estes animais apresentam menor producdo de TNF-a e IL-6 hepaticos
gue os camundongos selvagens tratados com a mesma dieta, e camundongos CD59
deficientes apresentaram exacerbada esteatose hepatica, assim como aumento de TNF-a e IL-
6 hepéticos (PRITCHARD et al., 2007).

1.6.2 Sistema Complemento na DHNA

Em 2009, Rensen e colaboradores descreveram pela primeira vez o deposito de
produtos de ativacdo do sistema complemento em bidpsias hepaticas de pacientes com DHNA
e com a forma mais avangada da doenca chamada Esteatohepatite Ndo Alcodlica (ENA).
Empregando a técnica de imunohistoquimica foram encontrados em pacientes com DHNA
depdsito de C3 e MBL ao redor dos hepatécitos com acumulo de gordura, infiltrado
neutrofilico e aumento da expressdo génica da quimiocina IL-8 e da citocina IL-6 no tecido
hepatico. Consequentemente, todas estas caracteristicas tornaram-se mais pronunciadas nos
pacientes com ENA.

Até o presente momento ndo existem trabalhos que abordem o sistema complemento
em modelo murino de DHNA. Este tema seréa apresentado com mais detalhes no APENDICE
A. Estes resultados foram direcionados para 0 APENDICE A devido ao grande volume de

resultados obtidos com o modelo de DHA.
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7 CONCLUSOES GERAIS

7.1 Desenvolvimento e validacdo de duas linhagens congénicas de camundongos B6.A-
Hc® (C5 deficiente) e A.B6-Hc (C5 normal)

<> As linhagens congénicas B6.A-Hc” e A.B6-Hc foram desenvolvidas, avaliadas e
validadas quanto ao gendtipo, presenca ou ndo de C5, atividade hemolitica de C5 quando

presente e quanto ao fundo genético. Para isso realizamos pelo menos 10 retrocruzamentos.

7.2 Modelo de injuria hepatica aguda induzida por etanol

X Houve reducdo do nimero de leucocitos totais em ambas as linhagens tratadas com

etanol. Entretanto, apenas a linhagem A/J apresentou aumento no nimero de leucocitos PMN;

<> Apenas os camundongos da linhagem A/J apresentaram aumento sérico significativo
das enzimas associadas a funcdo e integridade hepatica AST, GGT e da citocina pro-

inflamatoria I1L-6

7.3 Padronizacdo do modelo de DHA empregando as linhagens B6 e A/J

Testamos 6, 8 e 10 semanas de tratamento. Realizamos a anélise estatistica destes
resultados empregando ANOVA para dois fatores (tempo em semanas e parametros). Ou seja,
analisamos o comportamento cinético (6, 8 e 10 semanas) dos parametros investigados para
cada linhagem. O tempo de tratamento que evidenciou as diferencas entre as linhagens B6 e

AJ/J foi 10 semanas. Dentre as principais conclusdes obtidas estdo:

<> A linhagem A/J quando tratada com DH+E apresentou aumento significativo do

namero de leucocitos circulantes com o decorrer das semanas de tratamento;

X A razdo entre 0 peso do figado / peso corporal foi significativamente maior para os
animais tratados com DH+E em todos os tempos avaliados e para as duas linhagens;
X O deposito de triglicerideos hepaticos foi significativamente maior para os animais

tratados com DH+E em todos os tempos e para as duas linhagens;
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<> A concentragdo da citocina hepatica IL-6 decresceu significativamente no decorrer das
semanas de tratamento com DH+E, tanto para a linhagem B6 quanto para A/J

X A concentracdo da citocina hepatica IL-10 aumentou significativamente no decorrer

das semanas de tratamento com DH+E apenas para a linhagem A/J;

X A concentracdo da citocina hepatica IL-12 decresceu significativamente no decorrer

das semanas de tratamento com DH+E, tanto para a linhagem B6 quanto para A/J;

<> A producdo de NO hepética aumentou significativamente no decorrer das semanas de
tratamento com DH+E apenas para a linhagem A/J. E decresceu no decorrer das semanas de

tratamento com DH+E para a linhagem B6;

X3 A histopatologia hepéatica mostrou elevado depésito de lipideos hepaticos na linhagem
B6 em relacdo a linhagem A/J quando tratadas com DH+E. Esse depésito intensificou-se com

0 aumento do tempo de tratamento.

De maneira geral concluimos com estes tratamentos que a linhagem A/J é mais
protegida de desenvolver dano hepatico que a linhagem B6 quando tratadas com etanol. E
possivel que esta caracteristica foi promovida pela resposta inflamatéria observada na
linhagem, onde a auséncia de C5 possivelmente foi um dos fatores que contribuiram para a

protecao.

7.4 Aplicacdo da linhagem congénica B6.A-Hc® no modelo de DHA

7.4.1 Independentemente do tratamento os camundongos da linhagem B6.A-Hc®

apresentaram em relagdo aos camundongos linhagem B6

<> Houve aumento no nimero de leucocitos e na concentracdo de AST, FA, albumina,

triglicerideos, colesterol sérico e hepatico;

<> Houve menor glicemia e menores concentragoes de IL-6, IL-12p70, IFN-y.



-38-

7.4.2 Independentemente da linhagem, o tratamento com DH+E promoveu

X Houve aumento das concentracdes de TNF-o, na producdo de NO, acumulo de

triglicerideos e colesterol hepatico;
<> Houve reducéo dos niveis de colesterol sérico.
7.4.3 Diferencas entre as linhagens quando tratadas com DH+E

<> Observamos aumento da concentracdo de IL-1p hepética na linhagem B6 e reducgéo de
IL-1B na B6.A-Hc’;

<> Observamos aumento de IL-17 hepética na linhagem B6.A-Hc’;
X Observamos aumento da concentracéo de IL-10 hepética na linhagem B6.A-Hc’,
<> Observamos aumento da concentracdo de TGF-f hepético na linhagem B6 e reducgéo

de TGF-p na B6.A-Hc’.

X A proteina C5 além de suas funcdes proé-inflamatorias, possivelmente,
desempenha um papel importante na homeostase hepatica e na manutencdo dos
parametros séricos aqui avaliados sob um contexto de dieta hiperlipidica: AST, FA,

albumina, triglicerideos, colesterol e glicose.
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