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Sumario: Helmintos modulam a resposta imune do hospedeiro, de forma a beneficia-lo
frente a desordens alérgicas e autoimunes, através da geracdo de linfocitos T
regulatorios(Treg). Nosso grupo demonstrou que o tratamento com o extrato de vermes
adultos de Ascaris suum(Asc) atenuou o0 dano hepatico na hepatite autoimune
experimental( HAE) pela indugdo de um perfil imunossupressor Th2, cujo efeito
hepatoprotetor foi atribuido aos Treg. Dessa forma, nosso trabalho teve como objetivo
quantificar os Treg no figado e a producdo de TGF-B por essas células em camundongos
com HAE e tratados com Asc. Foram também dosados IL-10 e 6xido nitrico. A HAE foi
induzida pela administragdo intravenosa da concanavalinaA; realizada indugdo, um
subgrupo foi tratado com Asc. Apds sete dias de tratamento, os figado foram processados
para analise imunohistoquimica dos Treg; os bago foram processado para cultura celular e
determinacdo dos niveis do TGF-B, IL-10 e NO. Houve maiores niveis TGF-f ¢ IL-10,
bem como, controle na produgéo de NO no grupo HAE+Asc. Nossos resultados sugerem
que o Asc induz um perfil de resposta Th2/Tregulatorio, que pode atuar como
hepatoprotetor durante a doenca autoimune.
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INTRODUCAO

O tratamento da hepatite autoimune (HAI) baseia-se na imunossupressdo, entretanto ha
relatos de falha terapéutica e toxicidade aos farmacos utilizados (LEMOS et al., 2007). O
extrato de vermes adultos de Ascaris suum (Asc) possui proteinas com atividade
regulatéria que modulam a resposta imune para antigenos heter6logos (FAQUIM-
MAURO, 2002; SOUZA, 2004). Este extrato demonstrou potente efeito anti-inflamatério e
imunossupressivo frente a resposta a lipolissacarideos bacterianos e em modelos de asma
alérgica (CHO, 2011; OSHIRO, 2006). Todavia, existem poucos estudos que demonstram
0 potencial imunorregulador do Asc em modelos de hipersensibilidade autoimune
(ROCHA 2008; NASCIMENTO, 2014).Nosso grupo avaliou a acdo do Asc frente a um
modelo de hepatite autoimune experimental (HAE), no qual extrato atenuou o dano
hepatico na HAE, com reducdo do infiltrado inflamatério e inducdo de um perfil
imunossupressor Th2 (IL-4, 1L-10 e 1L-13) (NASCIMENTO et al. 2014). O potencial
hepatoprotetor do Asc pode estar relacionado com sua capacidade de suprimir a resposta
imune humoral e celular, cujas propriedades sdo mediadas por componentes de alto peso
molecular, que apresentam efeito supressivo por induzir a producdo de TGF-B e IL-10,
tendo os linfocitos T regulatérios (Treg) como principais fontes (ANTUNES et al. 2014;
ARAUJO et al. 2008; OSHIRO et al. 2005; SOUZA et al. 2002).Portanto, o objetivo do
presente estudo foi auxiliar na compreenséo dos mecanismos de imunorregulagdo do Asc
sob a producdo TGF-B e o influxo de células Treg no tecido hepatico de camundongos com
HAE. Foram também dosados IL-10 e oxido nitrico.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados camundongos isogénicos, machos, da linhagem BALB/c, com 8 semanas
de idade, provenientes do biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-UFPE.
O extrato de vermes adultos de Ascaris suum (Asc) foi produzido segundo protocolo de
Souza et al., (2002). Para indugdo da hepatite autoimune experimental (HAE) a
concanavalina A (ConA) foi administrada por via intravenosa (i.v.) na dose 10 mg/Kg (n=6
animais/grupo). Duas horas apés sua indug¢do, um grupo foi tratado com o Asc por via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 1mg/animal (grupo HAE+Asc) e outro grupo recebeu
apenas PBS (grupo HAE). Como controle da HAE, animais receberam apenas PBS (grupo
controle). No sétimo dia ap0s inducdo da HAE, os animais foram eutanasiados e o baco e o
figado foram removidos.O figado foi submetido a rotina histoldgica para quantificacdo das
células Treg através da técnica de imunohistoquimica, utilizando o anticorpo monoclonal
anti-FoxP3". As citocinas TGF-B e IL-10 e o oOxido nitrico (NO) foram mensurados na
cultura esplénica dos grupos HAE e HAE+Asc, cultivadas com RPMI, Asc (20 pg/ml) ou
ConA (10 pg/ml) por 24h (2.10" células/mL) e 72h (12.10° células/mL). Os niveis da
citocinas foram avaliados através de ELISA de captura e os niveis de NO foram
determinados pela reacdo de Griess. Para analise estatistica foi aplicado o teste T student
com o programa GraphPadPrism 5.0. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas/UFPE (Processo N°
23076.041797/2013-40).

RESULTADOS

Células esplénicas dos animais com HAE e os submetidos ao tratamento Asc foram
cultivadas com Asc ou ConA e os sobrenadantes coletados para dosagem de citocinas e
NO. O sobrenadante de células cultivadas apenas com meio de cultura também foi avaliado
(basal). Nos animais do grupo HAE ¢ observado uma baixa producdo de TGF-p, tanto
basal quanto sob estimulo da ConA e do Asc quando comparada com o grupo HAE+Asc
(Figura 1A). Para producéo de 1L-10, o fendmeno é semelhante ao da producdo de TGF-p,
cujos niveis basais e sob estimulo da ConA e do Asc estdo aumentados no grupo
HAE+Asc e reduzidos no grupo HAE (FIGURA 1B). A producdo aumentada de NO é
observada apenas sob estimulo da ConA e somente no grupo HAE. J& a producdo basal de
NO foi maior no grupo HAE+Asc que a do grupo HAE. A producdo em resposta a ConA
foi menor no grupo HAE+Asc que no grupo HAE (FIGURA 1C).
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Figura 1: Niveis das citocinas produzidas por esplendcitos 7 dias ap6s inducdo da HAE e tratamento
terapéutico com Asc. Os esplendcitos foram cultivados in vitro sem estimulo ou estimulados com Asc
(20pg/mL) e ConA (10pg/mL) nos tempos de 24h (2.107 células/mL) e 72h (12.10° células/mL). As citocinas
foram mensuradas no sobrenadante em 24h (IL-10) e 72h (TGF-B) por ELISA de captura. O NO foi
mensurado no sobrenadante em 24h pela reacdo de Griess. Niveis de TGF-f (A), IL-10 (B) e NO (C). *p <
0,05 comparado com o grupo HAE.

DISCUSSAO

Os altos niveis de IL-10 e TGF-b, observado no grupo HAE+Asc, sugere que 0 Asc
induziu a perfil imunossupressor, como observado na asma alérgica, onde proteina 1 do A.
suum (PAS-1) inibiu seu desenvolvimento por inducdo de um aumento significativo de
linfécitos T regulatorios e secreco de IL-10/TGF-p (ARAUJO et al., 2010). O aumento de
IL-10 revela a capacidade do tratamento com o Asc ser capaz de induzir um perfil de
resposta imunossupressor, afetando a ativacdo de células T e reduzindo a
hiperresponsividade celular via mecanismos dependentes de IL-10 (SILVAet al. 2006;
FAQUIM-MAURO; MACEDO, 1998). O TGF-B, além da sua agdo de promover reparo
tecidual, esta envolvido na inibicdo da ativacdo de macrofagos classicamente ativados
(M1) e na ativacdo das células Treg, que secretam esta citocina e sdo responsaveis pela
homeostase das respostas imunolégicas (WANG et al., 2012; CARAMBIA; HERKEL
2010). Desse modo, niveis aumentados de IL-10 e TGF-B no grupo HAE+Asc podem estar
relacionados com o controle da resposta inflamatoria e limitacdo do dano hepatocelular na
HAE, bem como com o controle da producdo do NO observado. A padronizacdo dos
reagentes para imunohistoquimica para pesquisa de Treg esta sendo realizada e 0s
resultados poderdo vir a corroborar este perfil imunossupressor. Estes resultados em
conjunto apontam que o tratamento com Asc resulta de um perfil Th2/T regulatério que
pode exercer func@es inibitorias sob o perfil pro-inflamatorio observadas na HAE. Os
resultados obtidos no presente estudo poderdo auxiliar, a partir do Asc, no
desenvolvimento de uma possivel ferramenta terapéutica indutora de tolerancia imune
hepaética.

CONCLUSOES
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O tratamento de animais com hepatite autoimune experimental com extrato de vermes
adultos de Ascaris suum induz a producgéo de TGF-B e IL-10, possivelmente diferenciagdo
e ativacao de um perfil imunorregulatério.
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