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RESUMO

O extrato de vermes adultos d&scaris suum (Asc) possui atividade
imunossupressora em modelos vacinais, de asmacalégloencas auto-imunes. Neste
estudo, foi verificado o efeito da administracdoAke, profilatica ou terapéutica, no
modelo de hepatite induzida por Com A (HAI). Pasto,i camundongos BALBI/c,
receberam ConA, i.v., (20mg/kg corpdreo) e trépgsude animais foram formados
(n=6). 1)HAI: recebeu apenas ConA; 2)Protocolo ifatifo HAI+Asc: tratados com
Asc (1mg/mL), i.p., 30 minutos antes da inducdoHfs; 3)protocolo terapéutico
HAI+Asc: tratados com Asc 2 horas apés inducdo @d. Lomo grupo controle
animais receberam apenas PBS. Foram dosados tiaasame imunoglobulinas totais
séricas, 8, 24 horas e 7 dias ap0s tratamentdv@Quise esplendcitos estimulados com
Asc e ConA. Niveis de IL-4, IL-10, IL-13 e IFiNdos sobrenadantes foram dosados por
ELISA. Os figados foram pesados e analisados bgit@imente (hematoxilina-eosina e
Tricbmico de Masson). No grupo HAI, ocorreu aumemiopeso do figado, dos niveis
de transaminases e Imunoglobulinas totais. Est@sngdros foram reduzidos nas 8, 24
horas e 7° dia no grupo profilatico, enquanto nap@utico apenas no 7° dian ambos
os tratamento houve aumento de IL-4, IL-10 e IL-N®&. grupo profilatico, houve
reducao do infiltrado celular e aumento da fibrospéatica. A administracao profilatica
do Asc preveniu, e a terapéutica reduziu o danaatbeplular da lesdo. Ambas
estimularam a fibrose hepatica a longo prazo, petsivel acdo da IL-13. Desta forma,

0 Asc teria eficiéncia mais acentuada na faseahita doenca hepatica.

Palavras-chaveéAscaris suumHepatite Auto-imune; Imunomodulacéo; Tratamento.



ABSTRACT

The extract of adult Ascaris suum worms (Asc) hasnunosuppressive activity in
vaccine models, allergic asthma and autoimmuneadséese This study evaluated the
prophylactic or therapeutic effect of administratiof the Asc in a mouse model of
Concanavalin A (Con A)-induced hepatitis. For tldg\LB/c mice received ConA, i.v.,
(20mg/kg) and three groups of animals were formed6). 1) IAH: received only
ConA; 2) AlH+Asc prophylactic: treated with Asc (f§fmL), i.p., 30 minutes before
induction of the AIH; 3) AlH+Asc therapeutic: treat with Asc two hours after
induction of AIH. The control group of animals re@d only PBS. Were measured
transaminases and total immunoglobulins, in ser@Bm24 hours and 7 days after
treatment. Was cultivated splenocytes stimulateti @onA and Asc. IL-4, IL-10, IL-
13 and IFNy were assayed in the supernatants by ELISA. Tediwere weighed and
examined histologically (hematoxylin-eosin and Muass trichrome). In the AIH
group, there was an increase Iin liver weight, @arisase levels and total
immunoglobulins. These parameters were reduced, i248hours and 7 days in the
prophylactic group, while the therapeutic treatmenity on day 7. In both treatments
increased IL-4, IL-10 and IL-13. In the prophylactgroup, decreased cellular
infiltration and increased liver fibrosis. The phytactic administration of Asc
prevented, and treatment reduced the damage ofdoeflalar injury. Both stimulated
liver fibrosis in long term by IL-13 action. Thuthe efficiency of Asc would more

pronounced in the initial stage of liver disease.

Keywords:Ascaris suumAutoimmune Hepatitis; Immunomodulation; treatment
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O extrato de vermes adultos Asecaris suunpossui proteinas com atividades
regulatorias que podem modular a resposta imuna patigenos homélogos ou
heterélogos, no hospedeiro (SOUZA; JACYSYN; MACEDQQ04; SOUZA;
FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002). Com relacdo aos antigs heterdlogos, o
extrato deA. suumdemonstrou potente efeito anti-inflamatério e iwaupressivo
frente a resposta a lipolissacarideos bacterian@anemodelos de asma alérgica
(OSHIRO et al., 2006; LIMA et al, 2002). Contudamugos séo os estudos da acao
imunorregulatoria deste extrato em modelo de hgmsibilidade auto-imune.

Rocha e colaboradores (2008) observaram a capacidathossupressora do
extrato deA. suumna diminuicdo da severidade da artrite auto-imexgerimental,
quando foi administrado por via intraperitoneal ®l,0sendo capaz de levar a
diminuicdo da produgédo de IlBle NO. Este efeito imunossupressor reduziu a
hipernocicepcdo e a sinovite de maneira profilaticgerapéutica, indicando que esta
intervencao poderia ser eficaz em diversos espgeclitcos (ROCHA et al., 2008).

As respostas auto-imunes mediadas por células Tagdotadas como pecas
chaves na patogénese da injaria tecidual, comosaradéda na Hepatite Auto-Imune
(HAI) (ICHIKI et al., 2005; LONGHI et al., 2010). Aolerancia hepatica é promovida
por diversos mecanismos, entre eles a prepondar@ecimoléculas inibitdrias e a
abundancia de citocinas imunossupressoras (CARANMBIERKEL, 2010). Modelos
de estudo em animais experimentais que mimetizétAlavém sendo estabelecidos.
Entre eles, um baseado na administracdo intravedas#ctina, Concanvalina A
(ConA), extraida deCanavalia ensiformigTIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992,
LONGHI et al., 2010; ANAND et al., 2006; CHEN et,a2007; XU et al., 2009A

injuria  hepatica induzida por ConA necessita davagfo de linfécitos T
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auxiliares e macrofagos. Apés a administracdo daACmcorre uma insuficiéncia
hepética aguda. Este modelo permitiu o estudositzpfitologia das doencas hepaticas
mediadas por componentes imunoldgicos, como a ikepatto-imune aguda e crbnica
(TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992).

O tratamento da HAI baseia-se na imunossuprespadesculminar na remissao
da doenga, entretanto ha relatos de falha terapéwtii toxicidade aos farmacos
utilizados (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007). Estudt&m demonstrado que a
corticoterapia isolada ou em combinacdo com azat@oinduz a remissdo em apenas
65% dos pacientes em 3 anos (CJAZA, 1991; CJAZA2P0Sendo assim, opgdes
terapéuticas que utilizam mecanismos de tolerdmggtica estdo comecando a surgir
(CARAMBIA; HERKEL, 2010). Foi demonstrado que a1, induzida em resposta ao
A. suum esta comprometida com a atividade anti-inflamatérsupressao da resposta
imune humoral e celular especifica para antigeetasrdiogos (FAQUIM-MAURO et
al., 1998; SOUZA; JACYSYN; MACEDO, 2004; OSHIROat, 2006).

O extrato do verme adulto dA. suum (Asc) poderia desempenhar papel
regulatério em doengas auto-imune hepaticas deaw@aarater anti-inflamatorio e
imunosupressivo apresentado. Componentes do Asarpatliar diretamente no figado
ou em 0rgéos linféides induzindo ou restaurandoradwostase, com producao de IL-10,
e consequente melhora de marcadores teciduaislégoos do dano hepatico.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliafeito profilatico e terapéutico
da administracdo do Asc em camundongos quando sdlosié inducdo da hepatite

auto-imune experimental.

17



2. REVISAO DA LITERATURA

18



2.1 Imunomodulagéo pelo extrato antigénico déscaris suum

Infeccbes por helmintos ou imunizagbes com exilagvermes ou seus produtos
(secretados ou excretados) sdo capazes de alterdugiio e a fungdo da resposta imune
(BORKOW,; BENTWICH, 2008; ERB, 2009; URBAN et al.,,0@7). Pesquisas
experimentais mostraram que a infec¢cdo helminticainounizagdo com extratos de
vermes modificam a imunidade a antigenos homolegoesterdlogos (FERREIRA et al.,
1995; DUNNE; COOKE, 2005; SOUZA; FAQUIM-MAURO; MAJRO, 2002). Estas
observacdes séo apoiadas por estudos em seresdauquenexibem as consequéncias das
constantes infecgcbes e reinfeccbes helminticas, ocamn ascaridiase e outras
geohelmintiases, sobre a eficacia da vacinagaotoler@ancia aos transplantes alogénicos
(COOPERet al, 2000; ELIAS et al., 2001; LIWSKI et al., 2000; B et al., 1996).

A modulacdo da resposta imune pelo extrato bruteedees adultos dA. suum
(Asc) foram comprovadas por uma série de experimsemealizados por Soares e
colaboradores (1985, 1986, 1987, 1988, 1991, 1982)administragcdo subcutanea,
conjunta do Asc com o antigeno heterdlogo, ovalhanfOVA), em adjuvante, levou a
supresséo da reacao imediata e da reacdo tardigpesensibilidade, acompanhada da
inibicdo da producdo de IgE, 1gG1l e IgG2a anti-OPERREIRA et al., 1995).
Posteriormente, foi demonstrado que componentesalibe peso molecular do Asc
estiveram comprometidos com atividade imunossuprasa antigenos homologos e
heterdlogos (FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998; SOUZA; MAXDO, 2009; SOUZA;
JACYSYN; MACEDO, 2004; SOUZA; FAQUIM-MAURO; MACEDO, 2002).
Adicionalmente, Silva e colaboradores (2006) reéstaque 0s componentes de alto peso

molecular do Asc inibem a expressdo de moléculas co-estimulatori@®80,
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CD86, CD40) e MHC de classe Il em células dendstiDCs), mostrando que estes
componentes modulam negativamente a capacidadeeseatacdo de antigeno por DCs.

Em um modelo experimental de asma alérgica, o &aoul a um profundo efeito
inibitério sobre a inflamacdo e hiper-responsivelagulmonar. Neste modelo, foi
verificado um efeito supressivo sobre o acumulaélalas nas vias aéreas (eosinofilos)
relacionado com uma reducdo acentuada da IL-54erb-lavado broncoalveolar (LIMA
et al.,, 2002). A supressdao da asma alérgica fobdamdemonstrada por ITAMI e
colaboradores (2005) quando utilizaram a proteimanossupressora PAS-1 extraida do
Asc (200 kDa), que foi capaz de reverter o quatfo da asma induzida por proteina
alergénicas do verme. Este componente diminuiusaefilia pulmonar, a producédo de
anticorpos anafilaticos e de citocinas Th2 (IL-4-®) e aumentou a producao de IFN-
IL-10 demonstrando assim uma atividade imunomodrtatno hospedeiro. O PAS-1
possui a habilidade de suprimir a producao de @mos anti-OVA, alterar a producgéo e a
secrecao de citocinas, e inibir a proliferacéo (&Met al., 2004).

Com relagédo a resposta imune inata, o PAS-1 tanfoémmapaz de suprimir o
infiltrado neutrofilico induzido por lipopolissaddeo bacteriano (LPS), num modelo de
bolsa de ar, onde ocorreu uma redugéo acentuadlblféle, IL-1 B e IL-6. Em contraste,
PAS-1 induziu um aumento significativo de IL-10 &Hf4 (OSHIRO; MACEDO,;

MACEDO-SOARES, 2005).

2.2. Imunomodulacgao por helmintos e as doencas atitounes

Em 1989, Strachan descreveu a “Hipotese da higiatreaVés da observacéo da
relagéo inversa entre a ocorréncia da febre do édo numero de irméos, condi¢des

socioecon6micas e habitos de higiene (STRACHAN,9198egundo essa hipétese, as
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doencas atOpicas sdo mais prevalentes em indivigiu®giveram menor exposicao aos
micro-organismos, como o0s helmintos, durante a noi (YAZDANBAKHSH;
KREMSNER; REE, 2002). Recentemente, este conceito dido cada vez mais aceito
para as doengas auto-imunes inflamatorias, primgrge em modelos de estudos
experimentais (OSADA; KANAZAWA, 2010).

De fato, estudos realizados por MELON e colaboresl(2010) demonstraram que
camundongos infectados cdymenolepis diminutaxibem um aumento da producgéo de
IL-4 e IL-10 por células esplénicas de animais spfeeram indugéo de colite quimica. A
infeccdo peldd. diminutafoi superior ao tratamento com dexametasona ngep¢éo da
colite induzida e ndo resultou em efeitos adversmsio a deposicdo de colageno
(MELON et al., 2010).

Foi observado que o trematddBasciola hepaticasuprimiu a apresentacdo de
auto-antigenos relacionados as repostas Thl e Thddltando em um efeito protetor
sobre o desenvolvimento da Encefalomielite autoenexperimental (EAE) dependente
de TGF$ e ndo de IL-10 (WALSH et al. 2009). A infeccaog&aenia crassicepgerou
um efeito anti-diabético no modelo experimental diabetes induzida por droga
(estreptozotocina), enquanto a populacdo de célulesgulatérias ndo sofreu alteracéo
(ESPINOZA-JIMENEZ et al., 2010).

Estudos utilizando a administragcdo de antigenosodrau até a infeccdo com
helmintos tem demonstrado efeito terapéutico salwencas auto-imunes humanas.
Segundo Correale e colaboradores (2008), as céBilde individuos infectados por
diferentes helmintos podem exercer um efeito neotefor sobre o sistema nervoso
central de pacientes com esclerose multipla atrdeésimento da producao de IL-10 e de
fatores neurotréficos que participam da regulacadoindunidade (CORREALE et al.,

2008). Benzel e colaboradores (2011) utilizaramsa¥@Trichuris suisfrente a esclerose
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multipla em um ensaio clinico randomizado. O traato com ovos d&. suisdurante
seis meses induziu reducdo da resposta Thl e amm@nth2 acompanhada de melhora
clinica associada a eosinofilia e alteracées nagapgdes de linfocitos T CDACDS' e
NK (BENZEL et al.,, 2011). Além disso, pacientestpdores de doenca de Crohn e
infectados poN. americanugambém exibiram melhora clinica (CROESE et alQ&0
Em todos os estudos foi observado melhora climoaa observacdo de reagcbes adversas.
Com relagdo a imunomodulacdo pdlscais suumo Asc, levou a diminui¢do da
severidade da artrite auto-imune experimental. - Asi administrado por via
intraperitoneal e oral, antes e depois da indugiaarite, levando a diminuicdo da
producdo de IL-f e NO. Sendo, desta forma, comprovado o potenci#iltico e

terapéutico do extrato dee suunfrente a artrite auto-imune (ROCH# al, 2008).

2.3 Hepatite auto-imune

O figado é um dos maiores 6rgdos do corpo e émeapel pelo metabolismo dos
carboidratos, lipideos, proteinas, secre¢do deebila desintoxica¢cdo do organismo. Sua
estrutura anatémica e vascularizagéo transformdaen@gao num local de intercambio
continuo de informag¢des imunolégicas. O microantbienepatico é continuamente
exposto aos antigenos alimentares e microbianogepientes do intestino e funciona
como barreira as exposicfes aos antigenos amisie®m disso, o figado, como
principal 6rgdo do metabolismo, produz uma grand@ntidade de neo-antigenos
(KNOLLE; GERKEN, 2000; NEMETH; BAIRD; CFARRELLY, 2009; TIEGS; LOHSE,
2010). Ao mesmo tempo, o figado adquiriu mecanisesEecializados de tolerancia

imunoldgica, a fim de evitar as auto-reagfes dapostas imune inata e adaptativa.
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O efeito da tolerdncia hepética foi descrita iimeEnte em 1969, com a
demonstracdo de que enxertos de figados sdo toteead meio a incompatibilidade de
MHC em porcos e na auséncia de imunossupressao NEA&t al., 1969; TIEGS;
LOHSE, 2010). Em contraste com outros 6rgaos, adfigparece ser mais resistente a
danos causados por mecanismos auto-imunes devidduédo local de tolerancia via
eliminacao, inativacdo e apoptose de células oefet(LIMMER et al., 2000; CRISPE,
2003; CHEN et al., 2006).

A Hepatite Auto-Imune (HAI) é uma doencga inflam&d@progressiva cronica do
figado caracterizada pelo aumento das transamisasess, elevacdo de imunoglobulina
G (auto-anticorpos do tipo IgG, principalmente @rgdpecifico) e um quadro histologico
de hepatite de interface (infiltrado inflamatériscedendo o espaco porta), com maior
ocorréncia em individuos do sexo feminino (LEMOSHBAVON; FERRAZ, 2007).

A etiologia da HAI é desconhecida, no entanto exisina forte influéncia de
componentes genéticos e fatores ambientais enwesivid sua inducdo e expressdo. A
prevaléncia é superior em caucasianos europeudivddnos do sexo feminino (relacédo
homem/mulher 1:4). A patogénese é provavelmengeitglada a uma reacdo imunoldgica
contra antigenos hepatocelulares, mas os exatoanmpms pelos quais os danos do
figado ocorrem ndo sdo totalmente compreendidosedita-se que as respostas auto-
imunes mediadas por células T efetoras auto-reasi@a as pecas chaves na patogénese da
injuria tecidual (ICHIKI et al., 2005; LONGHdt al, 2010; MEDINA; GARCIA-BUEY;
MORENO-OTERO, 2003).

A historia natural da HAI apresenta um prognéstmabre, com frequente
progressao para cirrose e insuficiéncia hepaticgpacentes ndo tratados. O carcinoma
hepatocelular pode ocorrer na HAI, na ausénciantecg¢do viral, embora seja rara e

ocorre somente nos casos de falha terapéuticaiadaac progressao para cirrose. Porém,
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tem sido descrito casos na literatura da associdg&daAl e o hepatocarcinoma, onde o
processo auto-imune pode ser considerado um fatoigponente para a patogénese do
cancer hepatico (FEHER, LENGYEL, 2010; MEDINA; GARGBUEY; MORENO-
OTERO, 2003; PARK; NAGORNEY; CZAJA, 2000; AMAMOTQ al., 2011).

A HAI pode ter uma apresentacdo aguda e gravepqde ser confundida com
hepatite viral ou toxica, e, as vezes pode se apt@scomo uma insuficiéncia hepéatica
aguda. Além disso, a doencga cronica ndo diagndstipade apresentar uma exacerbacéo
espontanea e manifestar-se de forma aguda e Mital.existem dados epidemiolégicos
precisos sobre a HAIL. Na Noruega e Suécia, a incidémédia é de 1-2 pessoas por 100
mil habitantes por ano, e sua taxa de prevalénd@all-17 pessoas por 100 mil habitantes
por ano. Estudos mostraram que aproximadamentedé@?pacientes com doenca grave
nao tratada morrem dentro de 6 meses apdés o dimgnds que o0s sobreviventes
frequentemente desenvolvem cirrose, varizes esofagie subsequente hemorragia
(MANNS et al., 2010).

Dois tipos de HAI sé&o reconhecidas de acordo coautsanticorpos encontrados
em amostras de soro. HAI tipo 1 é caracterizada pe#senca de auto-anticorpos anti-
musculo liso e/ou anti-nuclear, enquanto o tipgp&senta auto-anticorpos do tipo anti-
microssoma de figado e rim-1 e/ou anti-citosol idado tipo 1 (MARTINI et al., 1988;
HOMBERG et al., 1987; MAGGIORE et al., 1993). Oaaoma hepatocelular (CHC)
ocorre em 4% dos pacientes com HAI tipo 1, e aghitldade de desenvolvimento desta
neoplasia € de 2,9%. Em pacientes norte-americanis;o do CHC esta relacionado ao
sexo masculino, hipertensdo portal manifestada gmwite, varizes esofagiana, ou
trombocitopenia, tratamento com imunossupressarepglo menos 3 anos, e cirrose pelo

menos 10 anos de duragao (MANNS et al., 2010)
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O tratamento da HAI baseia-se na imunossupresg@ae culminar na remissao
da doenca, entretanto ha relatos de falha terapéuti toxicidade aos farmacos utilizados.
Estudos tém demonstrado que a corticoterapia isa@adcem combinagdo com azatriopina
induz a remissdo em apenas 65% dos pacientes enos3de tratamento (LEMOS;
SCHIAVON; FERRAZ, 2007; CJAZA, 1991; CJAZA, 2003 progressao da HAI para o
carcinoma hepatocelular em pacientes submetidasngo$ periodos de tratamento é
incomum. Porém, tem sido descrito casos na litexatla associacdo da HAI e o
hepatocarcinoma, onde o0 processo auto-imune pode cemsiderado um fator
predisponente para a patogénese do cancer hepd@EHER, LENGYEL, 2010;
YAMAMOTO et al., 2011).

Devido & gravidade, opc¢Oes terapéuticas que utilimeecanismos de tolerancia
hepética estdo comecando a surgir, tais como a&erde células T regulatérias e
citocinas imunossupressoras no figado para tratamel® doencas auto-imunes
(CARAMBIA; HERKEL, 2010).

A investigacdo sobre a patogénese da HAI tem sitioulthda pela falta de
modelos animais reproduzindo fielmente a condigdmana de dano hepatocelular. O
modelo ideal para a HAI deve ter um caso bem ddidee inicio, seguido por inflamacéo
cronica levando a fibrose. A fim de investigar noella HAI, modelos de estudo em
animais experimentais que mimetizem a doenca véuhsestabelecidos (LONGHI et al.,
2010). Entre eles, o modelo de administracdo iatrasa da lectina Concanvalina A
(ConA), extraida d€anavalia ensiformigconhecida popularmente como feijao de porco)
(TIEGS; HENTSCHEL; WENDEL, 1992; ANAND et al., 2006HEN et al., 2007; XU
et al., 2009)

Verificou-se que a injuria hepatica induzida pdadsctina ocorre de maneira dose

dependente e necessita da ativacdo de linfocitasiXlliares por macréfagos. Apos a
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administracdo da ConA, ocorre uma insuficiéncia aiep@ aguda com aumento
significativo das transaminases séricas, oito hapés sua administracdo, e evidenciaram-
se pequenas areas de necrose com um infiltradsodie leucécitos por microscopia
Optica. Em seguida, foi constatada uma grave dmpetdo morfologica da micro-
arquitetura hepética, através de microscopia elietnd Os linfocitos lesionam a superficie
sinusoidal dos hepatdcitos e a morte celular foifiomada observando-se rupturas da
membrana celular, vacuolizacdo citoplasmética elgeate citoplasma. Este modelo
permitiu 0 estudo da fisiopatologia das doencasiticgs mediadas por componentes
imunoldgicos, como a hepatite auto-imune aguda mica (TIEGS; HENTSCHEL;
WENDEL, 1992).

Neste contexto e devido ao carater anti-inflamatérimunossupressor do Asc e
do seu potencial terapéutico e profilatico exibpedo extrato em modelo de inflamacéao
auto-imune, nos perguntamos sobre o papel imunoladalu durante HAI. Para isto,
foram avaliados os parametros de injuria hepatimduzida por Con A, quando
administrada antes ou depois do Asc. O perfil dpasta imune celular sistémico,
induzido pela administracdo de ConA, bem como altasacdes apos a administracdo do

Asc foi também analisado.
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3. HIPOTESE
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O tratamento profilatico e terapéutico com o Asctaera os niveis de
transaminases, imunoglobulinas totais, inflamac&patica nos camundongos que

receberam Concanavalina A.
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4. OBJETIVOS
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4.1. Geral

Verificar se a administracdo do extrato de verntkdtas deAscaris suun{Asc),
por via intraperitoneal, antes (profilatico) ou api@erapéutico) a inducdo da Hepatite
Auto-Imune experimental (HAI) é capaz de prevenit atenuar a doenca em

camundongos isogénicos.

4.2. Especificos

» Descrever as alteragfes dos niveis de transamiséseas (ALT e AST) apos a
inducdo da HAI e tratamento profilatico ou terap@utom o Asc;

» Determinar o peso do figado dos camundongos aplogdo da HAI e tratamento
profilatico ou terapéutico com o Asc;

» Analisar a producdo de imunoglobulinas séricassatas grupos de estudos;

» Descrever os niveis de producdo de citocinas (IL-410, IL-13 e IFN¥) no
sobrenadante de células esplénicas dos gruposutdimes

> Verificar as alteragbes histomorfométricas hepatidacorrentes da inducdo da

HAI e tratamento com o Asc.
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5. MATERIAIS E METODOS
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5.1 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos macho$indagem BALB/c, com 8
semanas de idade, provenientes do biotério do b&drgy de Imunopatologia Keizo
Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKAH). Os animais foram
mantidos em instalacdes especificas isentos deesgpeatogénicos e mantidos em gaiolas
(8-10 animais por gaiolas), sob condi¢cdes padrdazale temperatura (22 a 23°C) e
luminosidade (ciclos de 12 h de claro e 12 h dereyce recebiam agua e comidd
libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados Gelmité de Etica em Pesquisa

Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas/UFPE (PssoeN° 23076.027221/2010-27).

5.2 Extrato deAscaris suume lectina

Para o tratamento dos camundongos com 0 Asc, ifidadio o extrato de vermes
adultos deA. suum que foi produzido segundo protocolo utilizado pBouza e
colaboradores (2002), onde vermes vivos adultos. deium obtidos a partir do intestino
de suinos, foram lavadas varias vezes com solagéa smisturado com igual volume de
solugéo salina de tampé&o borato (BBS) pH 8,0 e gem@izadas em um aparelho de
Ultra-Turrax (Janke e Kunkel, Staufen, Alemanhahdhogenato obtido foi centrifugado
a 10.000 r.p.m. durante 1 h. Em seguida, o pracipifoi ressuspendido em 400 ml de
BBS e agitado*overnight” a 4 °C. Esta suspenséo foi centrifugada novamente
sobrenadante dialisado contra agua destiladarnight” a 4 °C. O sobrenadante obtido,
apos centrifugagcdo a 10.000 r.p.m. por 2 h, fdiitado em aliquotas. As aliquotas foram

diluidas em solucéo tampéo fosfato de sédio (PR 0pH 7.2, estéril.
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A lectina Concanavalina A (ConA) foi adquirida cowialmente (Sigma

Chemical, St. Louis, Mo., USA).

5.3. Inducao da injuria hepatica tecidual mediada pr células imunes

A ConA foi diluida em PBS estéril na concentra¢c@ ling/mL. A HAI foi
induzida através da administracdo de ConA por Micavenosa (v.i.) através da artéria
caudal em uma dose de 20 mg/Kg corporeo. Foi cersdd inducdo da HAI quando
houve aumento das aminotransferases 3 vezes aoitmait superior do método (42 U/L
para AST e acima de 41 U/L para ALT) e com a ocmiegde hipergamaglobulinemia
(LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007).

Como controle da indugao da HAI, foi administrads animais do grupo controle

apenas o veiculo estéril (PBS) por v.i.

5.4. Formacao dos Grupos de Estudo

Os camundongos isogénicos machos da linhagem BA{@BAemanas de idade)
foram distribuidos em um grupo controle e grupgseerentais (6 animais por grupo).
foram realizados dois protocolos experimentaistivela ao tempo de tratamento com o
Asc: Profilatico (antes da indugcdo da HAI) Berapéutico (apds indugcdo da HAI). O
tempo de administragcdo da Asc e ConA foi adaptadmredo TIEGS; HENTSCHEL;
WENDEL, 1992 e ROCH/At al, 2008.

Sendo assim, os diferentes grupos de aninkagu@ 1) foram submetidos aos

seguintes protocolos:
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Efeito profilatico:

Controle P: recebeu PBS por via i.p., € 30 minutos aposyB@e@ PBS por viai.v.;
HAI P: recebeu PBS por via i.p., € 30 minutos apoés, 20gigdrpéreo de ConA por via i.v;
HAI + Asc P: recebeu 1mg de Asc por via i.p., e 30 minutos ,apdsg/Kg corporeo de ConA

por via i.v.

Efeito terapéutico:

Controle T: recebeu PBS por via i.v., e 2 horas apos, PBSipomp.;
HAI T: recebew20mg/Kg corpéreo de Conpor via i.v., e 2 horas apés, PBS por via i.p.
HAI + Asc T: recebelrOmg/Kg corpéreo de Conpor via i.v., € 2 horas apding de Asc

por via i.p.

- P. Controle
Profilatico l

P.HAIJ

-

P. HAl + Asc

Avaliagiodo
Asc

{ T. Controle

r ) T. HAI
{ Terapéutico J

T.HAI + Asc

Figura 1: Organizacéo dos grupos de estudo para avaliag@égedo profilatico e terapéutico do Asc frente

a inducédo da HAI
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5.5. Categorizacao das Variaveis

5.5.1. Variavel independente
Foi considerada como variavel independente a adtragio profilatica ou

terapéutica do Asc frente a inducdo da HAI.

5.5.2. Variavel dependente

Foram consideradas como variaveis dependentesvess e transaminases
séricas (ALT e AST), o peso do figado dos aninraigdlos, a producdo das citocinas
IL-4, IL-10, IL-13 e IFNy, os titulos de anticorpos totais no soro dos asireaa
morfologia e morfometria do tecido hepéatico dosmemi$ tratados com o Asc de

maneira profilatica ou terapéutica e/ou submetéibig\l.

5.6. Métodos de Coleta dos Dados

5.6.1 Dosagem de transaminases

Apés a administracdo do Asc e/ou ConA foi realizadaleta de sangue 8, 24
horas e 7 dias apds tratamento para a dosagemadaarhinases séricas. Os niveis das
transaminases séricas, alanina aminotransferas@)(ALaspartato aminotransferase
(AST), foram obtidos através do uso de kit comér@aoclin, Belo Horizonte, MG,
BR), o qual utiliza a metodologia de Reitmamm enked onde a atividade dessas
enzimas mensurada através da formacdo de cor enfieivato e oxaloacetato e a
dinitrofenilhidrazina para formar as hidrazonasregpondentes. A intensidade de
coloracdo da hidrazona formada, em meio alcalinalirétamente proporcional a

conversdo dos cetoacidos em hidroxiacidos. Os pod@ocurva de calibragdo foram
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realizados em triplicata e a leitura do resultads macdo foi realizada em

espectrofotdmetro Hitachi com cubetas de quarfdtbr@ede 505nm.

5.6.2 Cultura Celular para Dosagem de Citocinas

Os bagos dos camundongos, dos grupos controle reetidbs ao tratamento
com Asc e/ou ConA, foram coletados de maneira &isaép colocados em meio RPMI
1640 (Cultilab, Sdo Paulo/Brasil), acrescido débadticos (Penicilina e Estreptomicina
100mg/L), HEPES 1M, 2-Mercaptoetanol 0,01M e amiiai@ (L-glutamina 200mM)
para transporte. Em fluxo laminar os bacos forarcemaos em placas de Petri junto ao
meio RPMI 1640 e as suspensfes de células es@éoizan entdo centrifugadas por
10 minutos a 1500 rpm, a 4°C.

Apés a centrifugagdo, o sedimento foi ressuspenelide hemacias lisadas pela
adicdo de 4gua estéril destilada ao precipitadcaporximadamente 18 segundos. As
células foram entdo ressuspendidas em meio RPMérseptado com 10% de SBF
(Soro Bovino Fetal; WL. Imunoquimica, Rio de Jao#rasil), e a viabilidade foi
observada pelo emprego doypan Blue0,2%, Diluindo-se a suspensao (1:10) e
contando-se as células em caAmara de Newbauer.

As suspensdes de esplendcitos foram distribuidaplacas de cultura de 48
pocos, em duplicata, na concentracdo de Sx#lulas/mL e submetidas a diferentes
tratamentos: MEIO (auséncia de estimulo), Asc @atbruto de antigeno de suun
na concentracdo de 20y/mL, e ConA (mitdgeno) na concentracdo deggmL e
cultivadas por 24 e 72 horas em estufa a 37°C edB%Q, para obtencdo de

sobrenadante.
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5.6.3 Dosagem de Citocinas

As placas para realizacdo do ELISEngyme Linked Immunosorbent Agsay
(2595, Costar, Cambridge, MA, USA) foram sensibilias com anticorpos de captura
[anti-INFy (XMG 1.2, a 8ug/mL), anti-IL4 (BVD1D11 a 4ug/mL), anti-IL10 (2A5, a 8
pug/mL )], diluidos em Tampao Carbonato (pH 9,6) seddtribuidos 5Qul em cada
poco da placa e incubadas a temperatura de 4°C8plor Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T (Tampéao salina fosfato 0,05% de Tween 20) e
posteriormente bloqueadas com8@le uma solugdo de PBS-T-SBF a 10 % [Tampao
salina fosfato com 0,05% de Tween 20 e 10% detswrimo fetal (WL. Imunoquimica,
Rio de Janeiro/Brasil)] por 1 hora.

Apos este periodo, as placas foram lavadas tré&s\eam PBS-T e, em seguida,
adicionados 5QuL dos respectivos padrbes recombinantes de camgadonlFNy,
riL-10 e rIL-4 diluidos nas concentracdes indicaga fabricante ou amostras dos
sobrenadantes em duplicata de cada poc¢o da cueureglulas. Os padrées foram
distribuidos no volume de 100 pL nos primeiros gatas concentragdes iniciais de 20
ng/mL para rIFNy, e de 10 ng/mL para rIL-10 e rIL-4. Em seguidaafo realizadas
diluicbes seriadas até as concentracbes de 0.62BLnge 0,3125 ng/mL,
respectivamente para cada citocina com Meio RPMD1€uplementado com SBF a
10%. As placas foram incubadas a 4°C por 18 héxp8s esta incubacédo, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS-T @ib@los segundos anticorpos biotinilados [anti-
INFy (AN18, a 1ug/mL), anti-IL4 (BVD624G2, a Jug/mL), anti-IL10 (SXC1, a 2
ug/mL)] (cedidos pelo laboratério de Imunologia daivérsidade de Sdo Paulo),
diluidos com PBS e 0,1 % de BSA (Soro Albumina BayiSIGMA Chemical, St.
Louis, Mo., USA), foram adicionados seguidos deubaz;do a temperatura ambiente

por uma hora e trinta minutos. Apos esta incubacada placa foi novamente lavada
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trés vezes com PBS-T e 0 conjugado enzimatico ddilui:8000 (estreptoavidina
marcada com peroxidase, Sigma Chemical, St. Lddes, USA) em PBS contendo
BSA 0,1% e incubadas a temperatura ambiente potomga As placas foram lavadas e
a reacdo revelada pela adigdo do substrato contéstdloe o cromogeno ABTS [2,2'-
azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acidjfigma Chemical, St. Louis, Mo.,
USA) dissolvidos em tampé&o citrato 0,1 M e fosfa¢osodio 0,2 M pH=5,5. A reacao
foi bloqueada com &cido citrico 0,2 M e a leitumalizada em leitor de ELISA
(BIORAD), em comprimento de onda de 405 nm.

As concentragdes de citocinas nos sobrenadantas foalculadas a partir de
curvas-padréo obtidas com concentracdes de 1,Zbra/ML de rINFy, 0,3125 a 10
ng/mL de riL-4 e 0,625 a 10 ng/mL de rIL-10. Osutedos foram apresentados como

as médias aritméticas * desvio padréao (DP).

5.6.4 Dosagem de imunoglobulinas

A dosagem de imunoglobulinas totais foi feita potSA direto, em placas de
96 pocos (Nunc MaxiSorp, Roskilde, Denmark) quarosensibilizadas “overnight” a
4°C com os plasmas obtidos nas diluicbes 1:50 e ®B1M/pH 7,2 (100L/poco).
Em seguida, foram lavadas 3 vezes com tampéao dgdavPBS-T (Tween 0,05%) e os
pocos bloqueados com 23fl0poco de PBS-T contendo 3% de leite por 3h a 37°C.
Apo6s nova lavagem, as placas foram incubadas par3#iC com 1Q0L de anticorpos
de cabra especificos para Ig totais de camundarwgagadas a biotina na diluicdo de
1:10.000 (Southern Biotechinology Associates, lic, USA). Apds nova lavagem, o
conjugado enzimatico de estreptoavidina-peroxidds@.000) (Sigma Chemical, St.
Louis, Mo., USA) foi acrescentado (1@l0poco) e as placas reincubadas por 1h a

37°C. Apos nova lavagem, J00'poco do substrato (10mg de cromégeno OPD (Ortho-

38



phenyldiamine, Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USSR 10mL de tampao citrato
0,1M e pH 5,5 e 1L de peroxido de hidrogénio foi adicionado a cadgop Dez
minutos depois, a reacdo foi parada pela adicabOGel de acido citrico 0,2M e as
placas lidas no leitor de ELISA (QE). Os resultados foram apresentados como as

médias aritméticas das Densidades opticas (D.@ek¥io padrao (DP).

5.6.5 Histopatologia

Os figados dos animais submetidos ao tratamentoocést e/ou ConA foram
coletados e pesados. Em seguida, foram fixadosoemafina a 10% tamponada. Para
0s cortes histoldgicos, foram selecionados fragosedb tecido hepéatico em cortes
transversais de trés I6bulos distintos do 6érgdene, seguida, submetidos a rotina
histologica. ApOs sucessivas lavagens com etart®)% para completa remo¢do do
fixador, as amostras foram desidratadas em corg@es crescentes de etanol a partir
de 70% até alcool absoluto. Apés essa etapa, asttamndoram diafanizadas em xilol e
impregnadas em parafina histologica fundida a 6@@&xsteriormente, foram incluidas
em parafina. Os cortes histolégicoquf® foram obtidos em micrétomo horizontal
Yamato (Japan). Os cortes destinados ao estudapaistégico foram corados pela
hematoxilina-eosina (HE) e aqueles utilizados nodes morfométrico, corados pela
técnica de Tricbmico de Masson, seletiva para enldagJUNQUEIRA; BIGNOLOS;

BRENTANI, 1979).

5.6.6 Analise histomorfometrica
A analise histologica foi realizada através da gaieacdo qualitativa da
presenca de necrose e de infiltrado inflamatérigpa@nquima hepatico e através da

contagem de linfécitos/campo utilizando-se o SafewaMesurinf. O estudo
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morfométrico foi obtido através do Software Imdgeairavés da mensuracdo dos
histogramas da concentracdo de intensidade daacélmrazul (especifica para o
coldgeno). Para realizacdo das analises foramasbfieélo menos 20 fotografias de
campos aleatérios por lamina nos aumentos de 400 @ezes (CARDOSO-SILVA et

al., 2007).

5.7 Anélise Estatistica

A apresentacdo das variaveis mensuradas foi rdaliatravés de tabelas e
graficos, incluindo o uso de medidas descritivana@média aritmética e desvio padréo.
Cada experimento foi repetido 3 vezes e todas lazr&s, dosagens de transaminases,
Imunoglobulinas totais e citocinas foram realizaglasduplicatas. O peso do figado foi
analisado por meio do Teste t de student e de TuBsyresultados das dosagens de
citocinas, anticorpos e transaminases foram suboseta uma Andlise de variancia
(ANOVA) para dados paramétricos (Two-way).

Para a analise histomorfométrica do figado, oslteatas foram categorizados
qualitativamente segundo a presenc¢a ou ndo deseedndiltrado inflamatorio e fibrose
hepatica. Os valores obtidos pelos Softwares MeSug Imagedforam analisados por
meio do Teste t de student e de Tukey. Para a e&eadas andlises foi utilizado o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,C3ago, CA, EUA) e todas as

conclusdes foram consideradas significativas ael wiep < 0,05.
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6. RESULTADOS
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Os resultados obtidos serdo apresentados na faragigo que sera submetido
a revista cientificadVorld Journal of GastroenterologyySSN 1007-9327 (print) e ISSN
2219-2840 (online), indexada na base de dados MEBELd possui Fator de impacto:
2,24. (Anexo ll).
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RESUMO:

O extrato de vermes adultos Ascaris suun{Asc) possui atividade imunossupressora
em modelos vacinais, de asma alérgica e doencasinauhes. Neste estudo, foi
verificado o efeito da administracdo do Asc, péida ou terapéutica, no modelo de
hepatite induzida por Com A (HAI). Para isto, cachmmgos BALB/c, receberam
ConA, i.v., (20mg/kg corporeo) e trés grupos derais foram formados (n=6). 1)HAI:
recebeu apenas ConA; 2)Protocolo profilatico HAle:Asatados com Asc (1mg/mL),
I.p., 30 minutos antes da inducdo da HAI; 3)prolmderapéutico HAI+Asc: tratados
com Asc 2 horas apos inducao da HAI. Como grupdralenanimais receberam apenas
PBS. Foram dosados transaminases e imunoglobulbitais séricas, 8, 24 horas e 7
dias apods tratamento. Cultivou-se esplendcitomeatdidos com Asc e ConA. Niveis de
IL-4, IL-10, IL-13 e IFNy dos sobrenadantes foram dosados por ELISA. Oddfgya
foram pesados e analisados histologicamente (heiadeeosina e Tricomico de
Masson). No grupo HAI, ocorreu aumento no peso t@mdb, dos niveis de
transaminases e Imunoglobulinas totais. Estes maréamforam reduzidos nas 8, 24
horas e 7° dia no grupo profilatico, enquanto napt&utico apenas no 7° diam ambos
os tratamento houve aumento de IL-4, IL-10 e IL-N®. grupo profilatico, houve
reducédo do infiltrado celular e aumento da fibrospéatica. A administracao profilatica
do Asc preveniu, e a terapéutica reduziu o danaatbeplular da lesdo. Ambas
estimularam a fibrose hepatica a longo prazo, petsivel acdo da IL-13. Desta forma,
0 Asc teria eficiéncia mais acentuada na faseahita doenca hepatica.

Palavras chave: Ascaris suum; Hepatite Auto-imtmanomodulacao; Tratamento

ABSTRACT:

The extract of adult Ascaris suum worms (Asc) hasnunosuppressive activity in
vaccine models, allergic asthma and autoimmuneasiese This study evaluated the
prophylactic or therapeutic effect of administratiof the Asc in a mouse model of
Concanavalin A (Con A)-induced hepatitis. For tl8LB/c mice received ConA, i.v.,
(20mg/kg) and three groups of animals were formed6). 1) IAH: received only
ConA; 2) AlH+Asc prophylactic: treated with Asc (&§mL), i.p., 30 minutes before
induction of the AIH; 3) AlH+Asc therapeutic: treat with Asc two hours after
induction of AIH. The control group of animals reed only PBS. Were measured
transaminases and total immunoglobulins, in ser@Bm24 hours and 7 days after
treatment. Was cultivated splenocytes stimulateth @onA and Asc. IL-4, IL-10, IL-
13 and IFNy were assayed in the supernatants by ELISA. Tediwere weighed and
examined histologically (hematoxylin-eosin and Muass trichrome). In the AIH
group, there was an increase Iin liver weight, @arisase levels and total
immunoglobulins. These parameters were reduced, i¢48nhours and 7 days in the
prophylactic group, while the therapeutic treatmenity on day 7. In both treatments
increased IL-4, IL-10 and IL-13. In the prophylactgroup, decreased cellular
infiltration and increased liver fibrosis. The phytactic administration of Asc
prevented, and treatment reduced the damage ofduoelalar injury. Both stimulated
liver fibrosis in long term by IL-13 action. Thuthe efficiency of Asc would more
pronounced in the initial stage of liver disease.

DescriptorsAscaris suumAutoimmune Hepatitis; Immunomodulation; treatment
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1. INTRODUCAO

A Hepatite Auto-Imune (HAI), hepatites virais, abtica e induzida por drogas
sdo consideradas um grave problema de salde, davjglogressdo para a cirrose
hepética e carcinoma hepatico (YIN et al., 2010HAI € uma doenca inflamatoria
progressiva cronica do figado caracterizada petoeato das transaminases séricas,
elevacdo de imunoglobulina G (auto-anticorpos @o tigG, principalmente o6rgéo-
especifico) e um quadro histolégico de hepatitentierface (LEMOS; SCHIAVON;
FERRAZ, 2007).

O tratamento da HAI baseia-se na imunossuprespadesculminar na remissao
da doenga, entretanto ha relatos de falha terapéwtii toxicidade aos farmacos
utilizados. Estudos tém demonstrado que a cort@pi isolada ou em combinacéo
com azatriopina induz a remissdo em apenas 65%pdoentes em 3 anos de
tratamento (LEMOS; SCHIAVON; FERRAZ, 2007; CJAZAM; CIAZA, 2002). A
progressao da HAI para o carcinoma hepatocelulap&trentes submetidos a longos
periodos de tratamento € incomum. Porém, tem s@dorido casos na literatura da
associacdo da HAI e o hepatocarcinoma, onde o gsocauto-imune pode ser
considerado um fator predisponente para a patogémescancer hepéatico (FEHER,
LENGYEL, 2010; YAMAMOTO et al., 2011).

As respostas auto-imunes desencadeadas por cdlutago-reativas sdo 0s
principais componentes da patogénese da injuridugcobservada na HAI (ICHIKI et
al., 2005; LONGHI et al., 2010). A tolerancia hegeété promovida por diversos
mecanismos, entre eles a preponderancia de maédmilitérias, abundéancia de
citocinas imunossupressoras e a geracdo e expatsadoélulas T regulatorias

(CARAMBIA; HERKEL, 2010).
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A investigagcao sobre a patogénese da HAI e nove@esperapéuticas tem sido
dificultada pela falta de modelos animais reproddio dano hepatocelular. O modelo
ideal para a HAI deve ter um caso bem definido rdeia, seguido por inflamacéo
cronica levando a fibrose. O modelo experimentaladministracdo intravenosa de
lectina, Concanvalina A (ConA), extraida @anavalia ensiformisyem permitindo o
estudo da fisiopatologia das doencas hepaticas adesli por componentes
imunoldgicos, como a hepatite auto-imune agudabeica (TIEGS; HENTSCHEL;
WENDEL, 1992; XU et al., 2009; LONGHI et al., 201®) injuria hepatica induzida
por ConA ocorre de maneira dose dependente e ftacdasativacdo de linfécitos T
auxiliares por macrofagos. Apos a administragddCdaA, ocorre uma insuficiéncia
hepética aguda com aumento significativo das tramsses séricas, oito horas apds
sua administracdo, e evidenciaram-se pequenas deeagcrose com um infiltrado
difuso de leucdcitos por microscopia Optica. Emugday foi constatada uma grave
desintegracdo morfolégica da micro-arquitetura tiepa através de microscopia
eletrénica. Os linfocitos lesionam a superficieusoidal dos hepatdcitos e a morte
celular foi confirmada observando-se rupturas danbmana celular, vacuolizacdo
citoplasmatica e perda de citoplasma.

Infeccbes por helmintos ou imunizagbes com extidds vermes ou Seus
produtos (secretados ou excretados) sdo capazekledar a inducdo e a funcdo da
resposta imune (BORKOW; BENTWICH, 2008; ERB, 200RBAN et al., 2007).
Estas observacbes sdo apoiadas por estudos em lseresos que exibem as
consequéncias das constantes infec¢des e reinfehebfminticas, como a ascaridiase e
outras geohelmintiases, sobre a eficacia da vamnag a tolerancia aos transplantes
alogénicos (COOPELRt al, 2000; ELIASet al, 2001; LIWSKI et al., 2000; SABIN et

al., 1996).
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Estudos realizados por MELON e colaboradores (2addyonstraram que
camundongos infectados cddymenolepis diminutaxibem um aumento da producao
de IL-4 e IL-10 por células esplénicas de animais gofreram inducdo de colite
quimica. A infeccdo pelbl. diminutafoi superior ao tratamento com dexametasona na
prevencdo da colite induzida e ndo resultou emsiefo de colageno.

O extrato do verme adulto dAscaris suum(Asc) possui proteinas com
atividades regulatérias que modulam a resposta énpana antigenos homologos ou
heterdlogos, no hospedeiro. Com relagdo aos aotgkaterélogos, o extrato de
suum demonstrou potente efeito antiinflamatério e inmsupyessivo, em modelos
experimentais, frente a resposta a lipolissacasitheaterianos e em modelos de asma
alérgica (OSHIRO et al., 2006; LIMA et al, 2002)i Flemonstrado que a IL-10,
induzida em resposta @0 suum esta comprometida com a atividade antiinflamatéri
supressdo da resposta imune humoral e celulariispggara antigenos heterélogos
(FAQUIM-MAURO et al., 1998; SOUZA; JACYSYN; MACEDQ2004; OSHIRO et
al., 2006). SILVA e colaboradores (2006) relatargme sdo os componentes de alto
peso molecular dA. suumtambém inibem a expressao de moléculas co-estidnialat
(CD80, CD86, CD40) e MHC de classe Il em célulamddi¢icas (DCs), mostrando que
estes componentes modulam negativamente a capadigadpresentacdo de antigeno
por DCs.

Entretanto, existem poucos estudos que demonstram potencial
imunorregulador do Asc em modelos de hipersenddule auto-imune. Rocha e
colaboradores (2008) demonstraram a capacidade osaupressora do Asc ha
atenuacao da artrite auto-imune experimental. Quanantigeno foi administrado por
via intraperitoneal e oral, houve a diminuicdo dadpcdo de mediadores inflamatorios

como a IL-B e NO. Além disso, o Asc reduziu a hipernocicepeda sinovite de
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maneira profilatica e terapéutica, indicando quea edervencdo poderia ser eficaz em
diversos espectros clinicos da artrite auto-imR@EHA et al., 2008).

Sendo assim, neste estudo, o papel anti-inflansagimunossupressor do Asc
foi avaliado no modelo experimental da HAI. Foi @ysdo que a administracdo do
Asc, profilatico e terapéuticamente, restabelecemiveis de transaminases, Ig totais,
bem como restaurou o peso e reduz o nivel deraddtinflamatorio hepatico. Embora,
o nivel de coldgeno hepatico da HAI, tenha sidoomaa presenca do Asc. Estes
achados podem estd associados com a presencal@eelproducdo aumentada de IL-

13 nos animais tratados co Asc.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 animais e Antigenos

Foram utilizados camundongos isogénicos machosintigem BALB/c (8
semanas de idade), provenientes do biotério dorhtty de Imunopatologia Keizo
Asami da Universidade Federal de Pernambuco (LIKAB). Os animais foram
mantidos em instalagfes especificas isentos ddesmgpatogénicos e recebiam agua e
comidaad libitum Os protocolos experimentais foram aprovados @Gelmité de Etica
em Pesquisa Animal do Centro de Ciéncias Biol6gitalBE (Processo N°

23076.027221/2010-27).

O extrato de vermes adultos Alesuunmfoi obtido a partir do protocolo utilizado
Souza e colaboradores (2002). Em resumo, vermes \ddultos déA. suum foram
lavados em solugéo salina e homogeneizadas emasolagipéo salina borato (BBS)
pH 8,0 num aparelho de Ultra-Turrax (Janke e Kuni&hufen, Alemanha) O
homogenato obtido foi centrifugado a 10.000 r.pdaurante 1 h. Em seguida, o
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precipitado foi ressuspendido em 400 ml de BBSi@adg“overnight” a 4 °C. Esta
suspensao foi centrifugada e o sobrenadante dialisantra 4gua destiladavernight”

a 4 °C e o sobrenadante obtido, apds centrifugacE®.000 rpm por 2 h, liofilizado.
Para a administracdo nos animais, as aliquotasfdilaidas em solugcéo tampéo salina
fosfato de sédio (PBS) 0,1M e pH 7.2 estéril. Aiter Concanavalina A (ConA) tipo

IV foi adquirida comercialmente (Sigma Chemical,L$tuis, Mo., USA).

2.2 Inducéo da injuria tecidual hepética, tratameme formacao dos grupos de

estudo

A inducdo da injaria hepéatica mediada por célutasnies (HAI) foi realizada
segundo protocolo estabelecido por Tiegs e coldboga (1992). A ConA foi diluida
em PBS estéril na concentracdo de 1mg/mL e admadsstpor via intravenosa (v.i.)
através da artéria caudal na dose de 20 mg/Kg @& camundongos foram
distribuidos em um grupo controle e grupos expartais (6 animais por grupo). Foram
realizados dois protocolos experimentais relatasempo de tratamento com o Asc:
Profilatico-P (recebeu o Asc antes da indug¢do da HATjeeapéutico-T (recebeu o
Asc ap0s a inducdo da HAKD tempo de administracdo da ConA para avaliacdo do
efeitos do Asc foi adaptado segundo Tiegs e codmlmves (1992) e Rocha e
colaboradores (2008).

Os grupos de animais foram submetidos aos seguirdgascolosProfilatico: O
Controle recebeu PBS i.p., e 30 minutos depois, PBSH&I; recebeu PBS i.p., e 30
minutos depois, 20mg/Kg corpéreo de ConA ksl + Asc: recebeu 1mg de Asc i.p.,
e 30 minutos depois, ConA i.v. No protocdlerapéutico. O Controle: recebeu PBS

i.v., € 2 horas depois, PBS i.pdAl: recebeu 20mg/Kg corporeo de ConA i.v., e 2
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horas depois, PBS i.p.; e@upo HAI + Asc: recebeu ConA i.v., e 2 horas depois,

1mg de Asc i.p.Kigura 1).

2.3 Dosagem de Transaminases e Imunoglobulinasitota

Apés a administracdo da ConA e do Asc, os anintaEnf acompanhados em
relacdo as perdas e foram realizadas coletas deesd&) 24 horas e no 7° dia, para a
dosagem das transaminases plasmaticas e de aosicofgs niveis de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransfefdSd) Foram obtidos através do
uso de kit comercial (Bioclin, Quibasa, MG, Brasd) qual utiliza a metodologia de
Reitmamm e Frankel. A dosagem de Ig Total foi reala através de ELISA direto do
plasma dos animais.

A dosagem de imunoglobulinas totais foi feita pad3A direto. Os plasmas
obtidos foram diluidos 1:50 em PBS 0,01M/pH 7,20(il0poc¢o). Foram utilizados
anticorpos de cabra especificos para Ig totaisadeundongos biotinilado para detectar
as lg totais(Southern Biotechinology Associates, lL, USA). Para revelar a reacao
foi utilizado o conjugado enzimatico de estreptdaa-peroxidase (Sigma Chemical,
St. Louis, Mo., USA) e o substrato (10mg de crommég®PD (Ortho-phenyldiamine,
Sigma Chemical, St. Louis, Mo., USA) em tampaoatitr0,1M e pH 5,5 e #D,. a
reacao foi parada pela adicdo acido citrico 0,28% @lacas lidas no leitor de ELISA
(ODu4sg). Os resultados foram apresentados como as madliasticas das Densidades

opticas (D.O.) £ desvio padréo (DP).

2.5 Cultura de células esplénicas e dosagem decrits
Os bacos dos camundongos dos grupos HAI e HAI Héwsen coletados 7 dias

apos tratamento profilatico ou terapéutico com Asis esplendcitos foram cultivados
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em meio RPMI 1640 (Cultilab, Sado Paulo/Brasil) eacido de antibiéticos (Penicilina e
Estreptomicina 100mg/L), HEPES (1M), 2-Mercaptoeta(0,01M) e L-glutamina
(200mM) e suplementado com 10% de SBF (Soro Bokieal; WL. Imunoquimica,
Rio de Janeiro/Brasil), na concentracdo de Bxd@lulas/mL, em duplicata, e
submetidas a diferentes tratamentos: MEIO (sermaki), Asc (20ug/mL) e ConA (5
ng/mL) e cultivadas por 24 e 72 horas em estufé’°@ & 5% de Cg) para obtencéo de
sobrenadante para dosagem de citocinas.

Os niveis de citocinas foram obtidos atraves deSELBandwich Foram
utilizados os anticorpos monoclonais de capturdi-[Bifr-y (XMG 1.2), anti-IL4
(BVD1D11), anti-IL10 (2A5)], e os biotinilados [afiNFy (AN18), anti-IL4
(BVD624G2), anti-IL10 (SXC1)]. Os niveis de IL-18rém obtidas através de Kit
(R&D, Minneapolis, USA). A ligacdo de anticorposotimilados foi detectada
utilizando-se o conjugado estreptoavidina marcamha peroxidase, (Sigma Chemical,
St. Louis, Mo., USA), o substrato contendgOze o cromoégeno ABTS [2,2’-azinobis
(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)], (Sigma edfical, St. Louis, Mo., USA)
dissolvidos em tampao citrato 0,1 M e fosfato déie®,2 M pH=5,5. A reacao foi
bloqueada com &cido citrico 0,2 M e a leitura reala em leitor de ELISA (BIORAD),
em comprimento de onda de 405 nm. As amostras fquentificadas por comparacao

com curvas padréo de citocinas recombinantes padidis.

2.6 Analise histomorfométrica.

AplOs a coleta de sangue no 7° dia apos a inducablAdae tratamento
profilatico ou terapéutico com o Asc, os camundangoam anestesiados e submetidos
a eutanasia. Em seguida, os figados foram coletpegsados e fixados em formalina

tamponada a 10% para analise histolégica. Trésnieatps do tecido hepatico em
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cortes transversais de trés I6bulos distintos darforam selecionados. Os cortes
histologicos (4m) foram obtidos em micrétomo horizontal Yamatg@lg. Os cortes
destinados ao estudo histopatolégico foram corgétss hematoxilina-eosina e aqueles
utilizados no estudo morfométrico, foram submetidosT ricomico de Masson, seletiva
para colageno.

A analise histologica foi realizada através da gateacdo qualitativa da
presenca de necrose e de infiltrado inflamatérigpa@nquima hepatico e através da
contagem de linfécitos/campo utilizando-se o SafewaMesurinf. O estudo
morfométrico foi obtido através do Software Imdgeairavés da mensuracdo dos
histogramas da concentracdo de intensidade daacélmrazul (especifica para o
coldgeno). Para realizacdo das analises foramasbfieélo menos 20 fotografias de

campos aleatérios por lamina nos aumentos de 200 gezes.

2.7 Analise estatistica

Cada experimento foi repetido 3 vezes e todas #sras, dosagens de
transaminases, Imunoglobulinas totais e citocimeani realizadas em duplicatas. A
apresentacdo das variaveis mensuradas foi realiamdaes da média aritmética e
desvio padrdo. O peso do figado foi analisado peiordo Teste t de student e de
Tukey. Os resultados das dosagens de citocinagogus e transaminases foram
submetidos a uma Andlise de variancia (ANOVA) mados paramétricos (Two-way).

Os resultados da analise histomorfométrica foramtegoaizados
qualitativamente segundo a presenc¢a ou ndo deseedndiltrado inflamatorio e fibrose
hepatica. Os valores obtidos pelos Softwares MeSug Imagedforam analisados por

meio do Teste t de student e de Tukey. Para a e&eadas andlises foi utilizado o
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software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software,Cago, CA, EUA) e todas as

conclusdes foram consideradas significativas ael wiep < 0,05.

3. RESULTADOS

3.1 O tratamento profilatico e terapéutico do Asctemuou o dano
hepatocelular induzido pela injuria mediada por céhs imunes

A HAI, induzida através da administracdo da ConApvpcou dano
hepatocelular observado pelo aumento significativgpeso do figado, transaminases e
imunoglobulinas totais séricas, em relacdo ao graopotrole, durante a cinética
realizada Figura 1). Com relacdo aos animais que receberam Asc, tanmtemto
profilatico e o terapéutico restauram o peso dadidg a niveis semelhantes ao grupo
controle, quando analisado no sétimo dia apos &wlda HAI Fig. 1A e 1B. Pdde ser
observado que ambos os protocolos de tratamento Asontambém reduziram os
niveis de imunoglobulinas totais, aos niveis dggrcontrole, nas 24 horas e 7 dias da
inducdo da HAI Fig. 1B e 1F. Com relacdo as transaminases ALT e AST, o
tratamento profilatico com Asc levou uma diminuicdos niveis destas enzimas,
nivelando-os aos niveis do grupo controle, durémtia a cinéticaKig 1C e 1D. O
grupo HAI+Asc quando tratado terapeuticamente aptes uma diminuicdo gradativa
dos niveis destas enzimas, com reducdo parciaRfdsoras e total no 7° dia apds

inducéo da HAIFig 1G e 1H.
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3.2 Curva de sobrevivéncia dos animais com HAI s@hithos aos tratamentos
terapéutico e profilatico com Asc

Foi realizada uma curva de sobrevida dos animasregceberam o tratamento
terapéutico e profildtico com o Asc. Embora sejaseobada diferenca significativa
apenas para o grupo HAFigura 2), em relagcdo ao grupo controle, ocorrendo perda de
61,5% dos animais nao tratados e de 33% dos camgoslajue receberam Asc de
maneira terapéutica. A sobrevida dos animais com slAmetidos ao tratamento

profilatico foi de 100%.

3.3 Imunomodulacgéo induzida pelo tratamento profiléo e terapéutico com o
Asc frente a injuria mediada por células imunes

A producdo de citocinas por células esplénicas glogpos de estudo foi
avaliada, no sétimo dia, ap0s os tratamentos gtiofil e terapéutican vivo com Asc
(Figura 3). No tratamento profilatico, sob estimuilo vitro com ConA, pbéde ser
observado que a producdo de If¥FNei semelhante nos animais do grupo HAI e
HAI+Asc (Fig. 3A). Do contrario, os niveis de IL-4, IL-10 e IL-13r&m
significativamente maiores no sobrenadante deahid grupo HAI + Asc, em relacdo
aos niveis do grupo HAF{g. 3B, 3C, 3D) Frente o estimulm vitro com Asc, foram
detectados niveis de IL-10 apenas nos animais lAlrgceberam previamente o Asc
(Fig. 3C). Com relacao aos niveis de IL-13, estes foramifgigtivamente maiores no
sobrenadante de células do grupo HAI+Asc, em relagis niveis do grupo HAL.
Foram detectados niveis desta citocina no sobratedie células dos grupos na
auséncia de estimulo in vitro, sendo a producagrdpo HAI+Asc significativamente

maior Fig. 3D).
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O perfil de producéo de citocinas nos grupos togacbm Asc, de maneira
terapéutica, em respostavitro com ConA ou Asc demonstrou uma maior producgao de
IL-4, IL-10 e IL-13 em relac&o aos niveis detectado grupo HAI Fig 3F, 3G, 3H.
Com relacdo aos niveis de IRiNfrente ao estimulo com Con A, houve uma producao
significativamente menor nos niveis desta citocinagrupo HAI+Asc, em relacdo ao
HAI. Em resposta ao estimulo com Asc, péde serrghda producdo de IFM-ho

grupo HAI+Asc Fig. 3E).

3.4 Analise histomorfometrica do figado dos animasbmetidos a HAI e
tratados com Asc

Os cortes histoldgicos do figado dos animais subloet HAI foram analisados
no 7° dia, apés inducdo da HAI, e corados com HBVe Desta forma foi possivel
identificar um intenso dano hepatocelular ocasionpdr infiltrado inflamatorio e
necrose, com predominio de linfécitos e deposigifbdas colagenasig 4B e 45. O
tratamento profilatico com o Asc ocasionou uma duigéo do infiltrado inflamatério e
da necrose hepatic&i¢. 4C), acompanhado de um aumento da fibrésg 4F) nos
animais HAI+Asc, em relacdo aos animais HAI. Estesmo perfil histolégico foi
observado no figado dos animais submetidos aortesti® terapéutico com Asc (dados
nao mostrados).

A analise histomorfométrica, do tratamento prafilétfoi realizada por meio da
mensuracao de colageno e da contagem de linfaatogb. Foi possivel verificar um
aumento significativo de deposicdo de colageno eduero de linfécitos no grupo
HAI e no HAI+Asc, em relacdo ao grupo controle. @ado, no grupo HAI+Asc a

deposicédo de colageno € mais acentuada que a atiaeme grupo HAIL. Com relacéo
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ao numero de linfécitos, a administragdo do Ascizedsignificativamente o infiltrado

em relagdo ao HAIMabela 1).

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, foi demonstrado que a administratifie@xtrato bruto de.
suum,em uma Unica dose, seja de maneira profilaticee@péutica atenuou a injdria
hepatica, mediada por células imunes, presente modelo experimental, que visa
mimetizar as alterag6es encontradas na HAI humBIEGES et al., 1992). Os niveis de
transaminases e imunoglobulinas totais foram resti@s, bem como houve uma
diminuicdo do infiltrado inflamat6rio. Ao mesmo tpa o Asc exacerbou a produgéo
de colageno hepatico, bem como a producéo de llL-40 e IL-13.

O extrato total doA. suumapresenta proteinas e glicoproteinas que induzem
efeitos pro- e antiinflamatdrios (ARAUJO et al.08). A IL-10 e TGFB induzida pela
administracdo do Asc ou fracdes glicoproteicasddaerentes modelos experimentais,
foi relacionada com a supressdo da producdo deir@m® pro-inflamatorias, influxo
neutrofilico e IFNy (LIMA et al., 2002; OSHIRO et al., 2004; OSHIROat, 2006).
No nosso estudo, a presenca do Asc nos animaisetidosia HAI, induziu uma maior
producéo de IL-10. E sabido do efeito anti-protifaro da IL-10 (YANG et al., 2009),
que pode minimizar a proliferacdo dos linfécitos sousoides hepaticos prevenindo a
agressao hepatocelular e, portanto, restaurarvessrie transaminases. Estudos tem
demonstrado que no modelo HAI-ConA ocorre elevag@&coce de IFN; IL-2, IL-4,
IL-6 e TNF, e este aumento pode levar a ativacao policlomdinébcitos B (GOVE,
et al., 2009; TAKAHASHI et al., 2011; MILLER et aR009). E possivel que a IL-10
induzida pela Asc, esteja modulando negativamenf@oéferacdo de linfocitos e,

consequentemente, reduza os niveis de imunoglaisutotais (WANG et al., 2012).
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A geracdo de Treg, no figado e sangue periféricog¥idenciada durante a
ascaridiase, reforcando o potencial imunossupredsohelminto e seus antigenos
(CARAMBIA; HERKEL, 2010; DAWSON et al., 2009; MATER et al., 2008). A
funcéo regulatéria das Treg é essencial para a terago da auto-tolerancia, pois a
diminuicdo da frequéncia dessas células no figadosido associada a ocorréncia da
HAI (JONULEIT; SCHMITT, 2003; LONGHI et al., 2004XComponentes do Asc
poderiam atuar diretamente no figado ou em érgafisdes induzindo ou restaurando
a resposta de células Treg, com producdo de ILel@onsequente melhora de
marcadores teciduais e soroldgicos do dano hepatico

Estudos realizados com o modelo de injaria hepatidazida por ConA tem
relacionado a melhora da HAI com a redugéo dosshdes IFNy. Yin e colaboradores
(2010) relataram o efeito protetor do Lactoferrigae foi atribuido a inibicdo da
ativacao de células T e, portanto, producao deylAd&em como IL-4 por hepatocitos e
células NKT (YIN et al., 2010). Da mesma forma,studo de YAMASHITA et al.,
2011 relacionou o efeito protetor da apolipoprot&ii com a reducédo de IFN- do
infiltrado inflamatoério e do dano hepatocelulars paimeiras 24 horas, apos inducéo da
HAI-ConA.

Embora tenha sido observada a reducédo deylFs animais HAI+ASC,
submetidos ao protocolo terapéutico, ocorreu prédougsta citocina frente ao estimulo
com Asc. No tratamento profilatico, ndo foi obsevadiferenca nos niveis desta
citocina, entretanto houve prevencdo do dano hmpaRortanto, 0 mecanismo de
melhora devido a presenca do Asc nao seria demnaebicdo da producdo de IRN-
Como avaliamos a producéo de citocinas ao niviEmsiso e tardiamente (7° dia), seria
necessario investigar a acao do Asc frente a otatoses, como IL-6, TNkt e IFN<y

em um tempo mais precoce da cinética.
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Ao mesmo tempo, o Asc induz uma resposta Th2 predone (FERREIRA et
al., 1995), corroborado aqui pelo aumento da ILi4-&3. Esta ultima citocina possui
relacdo com a fibrose, pois foi observada elevad@® seus niveis nas doencas
fibroproliferativas e por exercer efeitos regulatona expressao no pré-colageno tipo |
(WYNN, 2003; WYNN, 2004; WYNN, 2008). A producdo aoldgeno presente no
processo fibrogénico, no perfil de resposta tip@,Té dependente de macréfagos
alternativamente ativados (MAAs). Os MAAs atuampnocesso de reparacao tecidual
com participagao da IL-4 e IL-13 e estimulam aatdo da enzima arginase envolvida
na inducao da fibrose em diferentes modelos comihtds (SUGAWARA et al., 2011;
WILSON, et al., 2004).

Os nossos resultados divergem dos diferentes esteno humanos, que ja
utilizaram a administracdo de ovos ou infecgdo dwmintos. Nestes estudos, foi
relatada a melhora clinica de doencas auto-imunesahas sem a observacdo de
reacOes adversas (BENZEL et al., 2011; MORTIMERakt 2006). Ao utilizar
diferentes fracdes do Asc em um modelo CFA+OVA arpental , Faquim-Mauro e
colaboradores (1999) demonstraram que a acgao irdnreagTh2 da fracdo de baixo
peso molecular (PlI) foi suprimida pela fragdo ddto peso molecular,
imunossupressora (Pl). Da mesma forma, Itami ebocdalores (2005), no modelo de
asma induzida por PIIl, descreveram a acao supeeskoPIl. Entdo, é possivel que a
utilizagdo de componentes com atividade antiinftémia previamente purificados do
Asc, poderia restaurar o dano hepatico, e ao mésmpo, evitar a fibrose observada
guando utilizamos extrato total.

Durante o processo inflamatorio agudo, induzido@anA, ocorre intenso dano
hepético e a consequencia é o surgimento de unegeode reparagdo para compensar

a destruicao tecidual (LONGHI, et al., 2010). Néseditamos que no grupo HAI+Asc
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a fibrose foi exacerbada pelo Asc, devido a prodwg@ntuada de IL-13. Atualmente,
0s niveis de IL-13 estdo sendo avaliados, a lomgaop a fim de relacionar com os
niveis de fibrose e possivel disfungdo hepaticaamimais tratados com o Asc. Desta
forma, sera possivel comprovar se 0 Asc tem sg#&edia apenas na fase mais inicial
da doenca hepética.

Em conclusdo, a administracdo profilatica e terap@wlo As¢ foi capaz de
reduzir o dano hepatocelular provocado pela ConAmumlelo de injuria hepéatica
mediada por células imunes. Apesar da protecdonivioida lesdo, possivelmente
dependente da IL-10, a fibrose hepatica foi estuwhulem longo prazo. Sendo assim,
este trabalho ressalta o potencialidzarisem atenuar danos hepaticos agudos e traz a
tona a necessidade do uso de fragfes ou proteic@sbinantes e a avaliagdo dos seus

efeitos imunomodulatérios na indugéo da HepatiteoAomune.
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Acs (1mg) por via i.p.

Protocolo Profilatico

Coleta de plasma: 8, 24 horas e 7 dias
apods administracéo da ConA

2P T 7 dias o

ConA (20mg/Kg peso corporeo) por via i.v.

Protocolo Terapéutico

] I Coleta de plasma: 8, 24 horas e 7 dias
ConA (20mg/Kg peso corporeo) por via i.v. apés administragéo da ConA

2 horas

4 .
- T 7 dias

Acs (1mg) por via i.p.

Peso do figado;

&
@ Dosagem de ALT, AST e de Ig Total;
-—
ol / Coleta do bago para cultura celular;

a7

Eutanasia

Eutanasia

Dosagem de IFN- vy, IL-4, IL-10 e IL-13;
Histomorfometria hepética.

Peso do figado;

Dosagem de ALT, AST e de Ig Total;
Coleta do baco para cultura celular;
Dosagem de IFN- vy, IL-4, IL-10 e IL-13;
Histomorfometria hepética.

Esquema 1 Procedimentos experimentais realizados parasa@lefeito profilatico e terapéutico do Asc freatemducao da HAI.

63



>

Profilatico

*

Peso do figado (g)

oy,

Ig Total (D.O. 450nm)

8 horas

Ly
o
(=
9

* %

* *
#

24 horas

*
-
1S * *
2 500 Q\Q/.
|_
[%))]
<
0 T T T
8 horas 24 horas 7 dias
D 2000+
1500 * *

£
= *
= 10004
|_
-
<

5004

0 T
8 horas 24 horas 7 dias

Figuras

Terapéutico
E .
*
3-
24—

Peso do figado (g)

T 5

3-
_ . * * . [ Controle
£ H HAl
B 2 # [ HAl+Asc
o
a8
< 14
°
'_
=y

0}

8 horas 24 horas 7 dias

G 1500‘

3 10004

£

2

7

< 500‘

0 ? ?
8 Horas 24 Horas 7 Dias
H 2500
-e- Controle
20004 = HAI
-+ HAI+Asc

ALT (U/mL)
5 &
S 3

5001

T T h g
8 horas 24 horas 7 dias

Figura 1: Peso do figado profilaticfA) e terapéuticoE). Niveis de Imunoglobulinas totais profilatico
(B) e terapéuticoR) 8h, 24h e 7 dias apds tratamento. Niveis de A8Tilftico (C) e terapéuticoG) e
ALT profilatico (D) e terapéuticoH) 8h, 24h e 7 dias apds tratamehtdiferenca significativa comp <
0,05 em relacdo ao Controle. # diferenca signifieaatomp < 0,05 em rela¢do ao HAI.
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Controle

HAI

HAI + Asc

Figura 4: Histomorfometria do tratamento profilatico conAsc. Imagens representativas de cortes dos grLgos
controle A e D), HAI (B eE) e HAI + Asc C eF). Cortes corados com HE e aumento de 1@0xB(e O);
Cortes submetidos a coloracéo tricromico de mamsaomento de 1000D( E e B. Infiltrado inflamatdrio
(seta branca Fig. B e C) e fibrose (circulo brancokig. E e F).

67



Tabela 1: Histomorfometria dos animais do grupo controle,| HAHAI + Asc corados com HE ou
Tricrdbmico de Manson e analisados através de nuopia optica.

GRUPOS MORFOMETRIA HISTOLOGIA

EXPERIMENTAIS

Colageno (xDP)* SEM Necrose linfécitos/campo (+DP) SEM

Controle 51,70 (£9,702) 1,128  Ausente 154,1 (+28,11) 7,259
HAI 69,29 (+23,45} 2,672  Presente 436,4 (+32,18) 8,310
HAI +Asc 91,33 (+20,72} " 2,393  Presente 315,2 (+50,62) 13,07

* Média + desvio padrdo da proporgdo de colagena®latipartir do software Imagel).Média + desvio padrdo da contagem de
linfocitos por campo dos diferentes grupos obtittaves do software Mesurim. Diferenca significativa comp < 0,05 em
relacdo ao controle.** Diferenca significativa cprg 0,05 em relacdo ao HAI.
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7. CONCLUSOES
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A administracdo profilatica e terapéutica do Extréruto deAscaris suum
reduziu o peso do figado dos animais submetidogiéad hepatica induzida por

células imunes a niveis normais;

O tratamento profildtico com o Extrato bruto @Ascaris suumpreveniu a
elevacdo das transaminases na injuria hepaticaioyor células imunes. o

tratamento terapéutico reduziu os niveis de traimss®s no sétimo dia;

A administracéo profilatica e terapéutica do Asmlea reducdo dos niveis de

Imunoglobulinas séricas totais;

Ha um processo de imunomodulacdo com predominaiperfil Th2 com
aumento de IL-4, IL-10 e IL-13 nos grupos HAI+Aszsdratamentos profilatico

e terapéutico;

Ocorreu aumento da fibrose hepatica nos animaisiastitios a HAI e tratados
profilaticamente, que pode esta relacionada ao atnta IL-13 pela presenca
do Asc.
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ANEXO |

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias Biolégicas

Av. Prof. Nelson Chaves, s/n
50670-420 / Recife - PE - Brasil
fones: (55 81) 2126 8840 | 2126 8351
faxy (55 81l) 2126 8350

www.ccb.ufpe.br é\“

Recife, 30 de junho de 2010.
Oficio n°® 289/2010

Da Comiss&o de Etica no uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof?: Valdénia Maria Oliveira de Souza

Departamento Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami - UFPE
Universidade Federal de Pernambuco

Processo n° 23076. 027221/2010-27

Os membros da Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu projeto de
pesquisa intitulado, “ESTUDO DA ACAO IMUNORREGULATORIA DO EXTRATO SOLUVEL
DE HELMINTO (Ascaris suum) SOBRE A HEPATITE AUTO-IMUNE EXPERIMENTAL.”

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

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11.794
de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins cientificos e
didaticos.

Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a serem

realizados.

Observagéo: Atenciosamente,
Origem dos animais: Biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami - UFPE; Animais: Camundongos, Linhagem:
BALB/c, Sexo: machos; Peso: machos - 20-25g; Nimero de

animais previsto no projeto: 150 (cento e cinglienta). /\MWM

Profa. Maria Teresd Ja
Presidente do CEE

UFPE

CCB: Integrar para desenvolver
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