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RESUMO

A esquistossomose, causada-por-Schistosoma mansoni, permanece um grave problema de
saude publica, sendo o Praziquantel (PZQ) o unico farmaco disponivel para o tratamento.
Entretanto, a auséncia de agao profilatica e o surgimento de cepas tolerantes justificam a
busca por novas alternativas terapéuticas. Este estudo avaliou o efeito imunomodulador da
sanguinarina (SA), alcaloide da familia Papaveraceae, sobre as citocinas pro-inflamatérias
IL-6, TNF-a e IFN-y em modelo murino de esquistossomose experimental. Camundongos
Swiss Webster foram infectados com 50 cercérias de S. mansoni e tratados com SA (2,5
mg/kg a cada 12 h ou dose unica de 5 mg/kg/dia) ou PZQ (50 mg/kg/dia), durante diferentes
fases do ciclo parasitario. As células esplénicas foram cultivadas na auséncia de estimulo
(MEIO), com antigenos soluveis de verme adulto (SWAP), de ovo (SEA), com sanguinarina
(SANG) e Concanavalina A (ConA). As citocinas foram quantificadas por citometria de fluxo.
Observou-se que a SANG reduziu significativamente a produgéo de TNF-a em relagao aos
estimulos com SEA, SWAP e MEIO, indicando efeito anti-inflamatério. Para IL-6, houve
menor produc¢ao nos grupos tratados com SA, especialmente quando submetidos ao estimulo
de SANG, demonstrando atenuagao da resposta inflamatéria sistémica. A producao de IFN-
y também foi reduzida nos grupos tratados com SA em comparagao ao grupo tratado com
PZQ, tanto sob estimulo de SANG quanto de ConA, sugerindo modulagao da resposta Th1.
Esses achados reforcam a agdo imunorreguladora da sanguinarina, capaz de reduzir
mediadores inflamatérios associados a patogénese da esquistossomose e apontam seu
potencial como agente adjuvante ou alternativo ao tratamento convencional.
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INTRODUGAO

A esquistossomose é uma doenga tropical negligenciada que afeta aproximadamente 236
milhdes de pessoas em todo o mundo, representando uma ameaca constante para
mais de 700 milhées que residem em regides tropicais e subtropicais do planeta. No
Brasil, a unica espécie encontrada € a S. mansoni, sendo que 19 estados, incluindo
Pernambuco, sdo endémicos, com uma distribuicao de 5 a 8 milhées de casos. Pernambuco
€ o estado com o maior numero de obitos e internagdes hospitalares, acarretando grandes
perdas sociais e econdmicas (Brasil, 2019). O tratamento e controle da esquistossomose
depende unicamente do Praziquantel (PZQ), droga disponivel desde a década de 70 e ainda
amplamente empregada. PZQ ¢é seguro e eficaz contra todas as espécies de Schistosoma
spp., entretanto, ndo tem agéao profilatica e ndo atua contra estagios imaturos, sendo eficaz
apenas contra vermes adultos. Além disso, o surgimento de cepas resistentes e/ou tolerantes
ao PZQ preocupa as comunidades médica e cientifica para a urgente necessidade de novas
alternativas terapéuticas e com atividade imunomoduladora. A sanguinarina (SANG), € um
alcaloide encontrado nas espécies de plantas da familia Papaveraceae. O efeito parasitario
da sanguinarina foi visto contra parasitas de importancia médica e veterinaria, incluindo o S.
mansoni (Silva et al., 2024). O perfil de citocinas pro-inflamatérias do tipo Th2 desempenha
um papel crucial na cronificagdo da esquistossomose, processo caracterizado pelo
surgimento de lesbes granulomatosas hepaticas e intestinais com subsequente fibrose. A
sintese de citocinas anti-inflamatdrias que regulam tanto a via Th1 quanto a Th2 pode ser
estimulada por alcaléides (Khadem.et al., 2014). Nao existem estudos que reportem o efeito
de SA sobre a imunorregulagao eareacao inflamatéria granulomatosa na esquistossomose.
Considerando a importancia:das-citocinas pré-inflamatoérias no processo granulomatoso e
fibrogénico da esquistossomose, este-estudo objetivou investigar o efeito imunorregulador da
SANG sobre os niveis de\ IL-6,~TNF-a e IFN-y ‘produzidas “in 'vitro ‘por esplendcitos de
camundongos infectados por:S.-mansoni e tratados in vivo com SANG.

MATERIAIS E METODOS/METODOLOGIA

A Sanguinarina (SANG) e praziquantel (PZQ) foram obtidos da Sigma Chemical, St.
Louis, MO, USA. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal do Centro de Biociéncias-UFPE (n° 0084/2020).
Camundongos (fémeas Swiss Webster, ~28+2g, 30 dias de idade), foram fornecidos
e mantidos no biotério do iLIKA em ambiente controlado, livre acesso a racao
(Labina® /Purina) e agua. Os camundongos foram infectados com 50 cercarias pela
via percutanea com a cepa de S. mansoni (BH, Belo Horizonte — Brasil), mantida no
moluscario da disciplina de Parasitologia da UFPE. Os animais foram divididos em 5
grupos (n=6): Grupo 1 (G1) — tratados com SANG (5 mg/kg/dia) em dose unica; Grupo 2 (G2)
- tratados com SANG (2,5 mg/kg a cada 12 h); o Grupo 3 (G3) — foi tratado com PZQ (50
mg/kg/dia). Os grupos de tratamento receberam as drogas ao 45° dia apds a infecgéo. O
Grupo 4 (G4), recebeu apenas solugao salina fisiolégica estéril (controle negativo) durante
todo o experimento (1° a 49° dia). O Grupo 5 (G5) — Foram animais nao infectados e nao
tratados e receberam apenas salina. Todos os animais foram mantidos nas condigbes de
criacdo e foram eutanasiados no 55° dia apds a infeccdo. Os bagos foram coletados e as
células esplénicas foram cultivadas (5 x108 células/mL), em tubos de cultura de 8mL e
submetidas a estimulo antigénico com extratos soluveis de verme adulto (SWAP - 10ug/mL),
antigenos soluveis do ovo (SEA- 10ug/mL), sanguinarina (SANG- 20ug/mL), controle positivo
(ConA- 5ng/mL) e controle negativo (MEIO — Auséncia de estimulo). Os tubos foram
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incubados a 37°C em estufa de CO;, umidificada, no intervalo de 72h. As amostras de cultura
foram submetidas a deteccao das citocin. As concentragbes de IL-6, TNF-a e IFN-y foram
determinadas por citometria de fluxo (CBA, BD Biosciences). A analise dos dados foi
realizada por meio do Graphpad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla - CA,
EUA) e os resultados expressos como média = desvio padrado (DP). Por meio da
analise de variancia unidirecional (ANOVA), em adicdo com teste de Tukey para
comparagdes multiplas post hoc, as diferengas estatisticas serdo determinadas com
p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A SANG tem sido reportada como uma molécula com propriedades anti-inflamatorias.
Diversos trabalhos apontam efeito de regulagdo imunoldgica tanto in vitro quanto in vivo
(Huang et al., 2024). Em nosso modelo de estudo, as células de camundongos cultivadas em
SANG tiveram a producéo de TNF-a atenuada em comparacdo com o MEIO, SEA e SWAP,
com diferenca significativa (Grafico 1).

Grafico 1 — Niveis de TNF-alfa emssobrenadante de cultura de esplendcitos cultivados por
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As células estimuladas in vitro com SEA e SWAP dos grupos G1, G2 e G3 apresentaram
maior producdo de IL-6, com diferenga significativa, em relacdo ao MEIO e SANG dos
mesmos grupos. Nesse contexto, o grupo G2 apresentou menor produg¢ao significativa de IL-
6 quando submetido ao estimulo in vitro de SANG, em comparacgao ao estimulo MEIO sobre
0 mesmo mesmo grupo (Grafico 2). O grupo tratado com duas doses de SA apresentou menor
producédo de IFN-y em comparagédo ao PZQ quando submetidos ao estimulo in vitro SANG,
com diferenga estatistica nao significativa. No entanto, quando os grupos foram submetidos
ao mitégeno (ConA), os niveis de IFN-y foram significativamente menores nos grupos G1 e
G2 (tratados com SANG) em comparacdo com o nivel de IFN-y produzido pelo grupo G3
(tratados com PZQ) (Gréfico 3).



Grafico 2 — Niveis de IL-6 em sobrenadante de cultura de esplenécitos cultivados por 72h
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A compreensdo da resposta imunolégica do organismo humano ao S. mansoni deve
contemplar as diversas dimensdes da interagao entre parasita e hospedeiro, isto porque o
desenvolvimento do verme causa respostas inflamatorias distintas a depender da fase de
vida e da localizacdo do helminto e seus ovos (Chuah et al., 2014). Inicialmente, a reacéo
inflamatéria direcionada para o esquistossdmulo é predominantemente constituida por
mononucleares e polimorfonucleares com a producdo de citocinas pro-inflamatérias como
TNF-a. O TNF-a ndo somente @ a primeira citocina inflamatodria liberada, mas também induz
a rapida produgao de outros'‘mediadores inflamatdrios, incluindo a’lL-6 e IL-12, que resultam
na amplificacdo do sinal\pro-inflamagao. O inicio das manifestacdes clinicas agudas da
esquistossomose coincide com o-momento de'maturagao-dos estagiossimaturos em vermes
adultos. A predominancia‘inicial _da ‘resposta -adaptativa do tipo Th1 relaciona-se com a
elevacdo dos niveis de TNF=a, IFN-y, IL-2 e IL-6, sendo direcionada contra as
esquistossdmulos em migragéo e vermes adultos imaturos (Chuah et al., 2014).

Grafico 3 — Niveis de IFN-gama em sobrenadante de cultura de esplendcitos cultivados por
72h

800 .

600 - ’_[‘ == G1 -Dose Unica 5mg/Kg
:g ggg - —— G2 - Duas doses 2,5mg/Kg
> [ == G3-PZQ
e
© 200 == G4 - Infectado nao tratado
g == G5 - Controle nao Infectado
o]

o linnnfl annAa 0lad Anfa

T
MEIO SEA SWAP SANG ConA

Os resultados do nosso trabalho relacionam-se com outras descobertas, como os achados
reunidos por Huang e colaboradores (2024) que apontam que SANG possui atividade anti-
inflamatoria. A melhora nos parametros histopatoldgicos e histomorfométricos (Silva, et al.,
2024) dos granulomas hepaticos atribuidos a SANG pode estar relacionada ao seu efeito anti-



inflamatario, inibindo a expressao do Fator nuclear Kappa B (NF-kB) e posterior liberacao de
citocinas pro-inflamatdrias.

CONCLUSAO

A sanguinarina demonstrou efeito imunomodulador na esquistossomose experimental,
reduzindo as citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a e IFN-y. Esses achados indicam seu
potencial como agente terapéutico complementar ao PZQ, atuando tanto na eliminagéo do
parasita quanto na atenuacgao das respostas inflamatérias associadas a doenca.
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