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RESUMO

O estudo da interacdo parasito-hospedeiro, como entre Schistosoma mansoni € o homem, é
fundamental para o desenvolvimento de imunoterapias que visem amenizar a gravidade de
infeccBes crbnicas associadas a obesidade, como o diabetes tipo 2, ou para o estimulo do
sistema imune em doencas autoimunes e cancer, bem como para busca de novas vacinas. Um
dos mecanismos de evasédo dos sistemas imunoldgico caracteristico da infec¢éo do S. mansoni
é o direcionamento da resposta imune de Thl (inflamatdria) para Th2 (anti-inflamatoria).
Atrelado a isso, ocorre a mudanca do perfil de ativagdo de macrofagos, passando de
classicamente ativados (M1), ligados ao perfil inflamatdrio, para alternativamente ativados
(M2), que contribuem com uma atenuacdo da resposta inflamatoria. Esse carater regulatorio
vem sendo explorado a fim de identificar moléculas promissoras para o desenvolvimento de
terapias que reduzam a inflamagdo cronica, além de contribuir para o entendimento dos
mecanismos de acdo de vacinas contra a esquistossomose. Neste trabalho, foi avaliado o
potencial imunomodulador da proteina recombinante SmCyp na polarizacdo de macrofagos.
Essa proteina é da familia de ciclofilinas, conhecidas pela sua interacdo com o sistema imune e
funcdo regulatéria. Para isso, foi realizada a padronizacdo de polarizacdo de macréfagos da
linhagem de macréfagos murinos J774A.1 para os fendtipos M1 e M2, com anélise morfoldgica
por Microscopia de Varredura Eletronica (MEV) e confirmacao pela determinacdo quantitativa
de citocinas pré e anti-inflamatorias. Em seguida, foram conduzidos ensaios com a proteina
recombinante SmCyp nas concentrag¢fes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL e incubadas por 24
e 48 horas, a fim de avaliar seu potencial modulador em macréfagos. Foi investigada sua
influéncia na viabilidade celular por meio de ensaio MTT e vermelho neutro, além da produgéo
indireta de oxido nitrico (NO- nitric oxide) e do perfil de marcadores inflamatoério e anti-
inflamatorio, por meio das dosagens das citocinas TNF-a, IL-6 e IL10, utilizando a técnica
ELISA (Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay). Os resultados indicaram que a SmCyp, nas
concentrag0es testadas, ndo alterou a viabilidade celular, tanto em 24 horas quanto em 48 horas.
Em 24 horas, foi observado aumento de TNF-o, com valores proximos ao perfil M1, mas sem
estimular a liberacdo de IL-6 ou NO, sugerindo um possivel potencial imunomodulador. Com
base nos resultados obtidos, a SmCyp, nas concentracdes e tempo avaliados, mostrou um
potencial de modulacdo imune moderado, com inducéo de producdo de TNF-o em 24 horas,
mas sem impacto significativo na producao de éxido nitrico ou nas citocinas IL-6 e IL-10. Esses
achados séo cruciais para aprofundar a compreensdo das complexas interacdes entre parasita e
hospedeiro, assim como do possivel papel da SmCyp na resposta imune.
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1 INTRODUCAO

As moléculas derivadas de helmintos, como o Schistosoma mansoni e Schistosoma
japonicum, vém sendo estudadas quanto ao seu potencial imunomodulador e investigadas a fim
de avaliar a possibilidade de serem candidatas ao desenvolvimento de imunoterapias para
doencas inflamatdrias crénicas e agudas, além de vacinas (Alves et al., 2020; Morais, 2018;
Hussarts et al., 2015; Shiels et al., 2020).

Mais de dois bilhdes de pessoas estdo infectadas com parasitas, sendo os helmintos
responsaveis pela maioria dos casos. As infec¢des sdo causadas por uma grande variedade de
helmintos transmitidos pelo solo, e doengas como esquistossomose e filariose ainda séo
prevalentes em algumas regides do mundo, sendo classificadas como doencas tropicais
negligenciadas. A esquistossomose, por exemplo, é prevalente em areas tropicais rurais, em

comunidades carentes e com falta de saneamento basico (OMS, 2023).

As infeccbes por helmintos configuram um problema persistente e amplamente
reconhecido na saude puablica mundial, motivando esfor¢os direcionados ao combate,
prevencdo e tratamento das doencas associadas. A infec¢cdo por esses parasitas pode causar
consequéncias graves ao hospedeiro, mas ha muitos casos em que nao se manifestam sinais
clinicos ou ha periodos assintomaticos. Isso pode estar relacionado a processos de coevolucao
devido a relacéo parasita-hospedeiro, nos quais 0 parasito consegue manter sua permanéncia no
hospedeiro sem ser detectado, por meio da modulacao do seu sistema imune (Wiria et al., 2012;
Guigas; Molofsky, 2015).

Foi observado que, em paises desenvolvidos, onde ha controle e baixa prevaléncia desse
tipo de infeccdo por helmintos, os indices de doenca alérgicas, autoimunes e metabdlicas sdo
mais elevados, sugerindo que pode haver algum fator de protecdo promovido pelo parasitismo

contra o desenvolvimento dessas doencas (Guigas; Molofsky, 2015).

Est& bem estabelecido que os helmintos estimulam a resposta Th1 no inicio da infeccao;
posteriormente, essa resposta é suprimida e substituida pela resposta imune do tipo Th2. As
celulas Thl e Th2 sdo subtipos de celulas T CD4+ auxiliares, fundamentais para o sistema
imune adaptativo em respostas a infeccfes. A diferenciacdo de Thl é induzida principalmente
pelainterleucina-12 (IL-12), com liberac&o de citocinas inflamatdrias como o interferon gamma
(IFN-y), (IL-2) e o fator de necrose tumoral (TNF-a), promovendo a ativacdo de macréfagos
para o perfil inflamatdrio (M1) e inibicdo de Th2 por IFN-y. J& a diferenciacao das células Th2
é induzida principalmente por IL-4 e IL-13 com a producéo de citocinas como IL-4, IL-5, IL-
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10 e IL-13, além de estimular a producédo de anticorpos, eosinofilos e reposta contra parasitas.
Esse padrao de liberagdo de citocinas, especialmente pela IL-4, também induz a polarizagao de
macrofagos, mas para um subtipo anti-inflamatorio (M2), com a inibicdo da resposta Thl pela

acao da IL-10 principalmente (Romagnani, 1996).

No caso do Schistosoma mansoni, entre a quarta e quinta semana apos a infec¢édo, a
resposta imune esti em seu estado agudo, predominantemente direcionada ao perfil Thl. Ao
redor da oitava semana, a resposta imune esta fortemente polarizada para Th2, com 0 aumento
de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, além da elevacéo dos niveis de IgE circulante e de células B e
T regulatdrias. Esse cenario também esta atrelado a presenca das citocinas IL-10 e do fator de
crescimento transformador B (TGF-B), os quais também contribuem para a regulacdo dessa
resposta (Hussaarts et at., 2015; Magalhées et al., 2004).

A interleucina IL-10 é especialmente importante na transicao do perfil Thl para Th2,
pois inibe a producdo de mediadores pro-inflamatérios, como o IFN-y e TNF-a. (Macdonald;
Araujo; Pearce, 2002). Além disso, a IL-10 supriem a ativacdo de células T e a diferenciacédo
de células dendriticas (DC), enquanto promove a polarizacdo de macréfagos para o fen6tipo
M2, 0 que estd associado a regulacdo do equilibrio entre respostas Thl e Th2 (Tang et al.,
2018).

Os macrofagos sdo células efetoras do sistema imune inato que desempenham papéis
cruciais na defesa e manutencdo da homeostase tecidual. Essas células reconhecem, fagocitam
e eliminam patdgenos e células apoptoticas, atuando na resolucdo da inflamacdo e contencao
de danos teciduais (Brancewicz et al., 2025). Esse tipo celular apresenta alta plasticidade
funcional, transitando em um espectro de polarizacdo, de classicamente ativados (M1) aos
alternativamente ativados (M2). Essa reprogramacao celular é finamente regulada por sinais
microambientais, que ativam cascatas de sinalizacao intracelulares para as alteracdes celulares
(Chen et al., 2023).

Os macrdfagos do tipo classicamente ativado (M1), tipico de respostas Th1l, é induzido
por INF-y e o lipopolissacarideo (LPS), que atuam via Toll-like receptor 4 (TLR4) e
subsequente ativacdo da via canbnica do NF-xB (Qin et al., 2005). Esse perfil inflamatdrio se
caracteriza por uma grande liberacéo de citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e 1L-1p.
Por outro lado, a polarizacgdo para o fendtipo M2, caracteristica de um cenario imunorregulador
associado a resposta Th2, é induzida predominantemente pela IL-4, que, ao se ligar ao receptor
IL-4R e atuar em conjunto com a IL-13, ativa o transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 6

(STAT6), uma via essencial para a polarizacdo de macréfagos M2 (Wagas; Ampem; Roszer,



2019). As citocinas presentes nesse cendrio sdo IL-10 e TGF-f que também contribuem para a
polarizagdo M2 via STAT 3 e SMAD, respectivamente, além de favorecerem, indiretamente, a
expressao de PPAR-y, um receptor fundamental para a manutencéo desse fendtipo (Brancewicz
et al., 2025; Zhao, 2023).

Como dito anteriormente, os macréfagos sdo células centrais na manutencdo da
homeostase tecidual. Contudo, a ativagdo excessiva ou sustentada por um longo periodo de
tempo pode resultar em danos teciduais. Vale ressaltar que, além de suas fungdes fisioldgicas,
esses fagocitos desempenham papéis relevantes em doencas inflamatdrias e metabolicas, como
0 diabetes tipo 2 (DM2) associado a obesidade. Nessa condicdo, tecidos com alteracGes
metabdlicas, como o hepéatico e o adiposo, apresentam um recrutamento aumentado de

macrofagos, mediado por citocinas produzida localmente (Lee; Lam, 2018).

Estudos indicam que esse processo de infiltracdo e inflamacao do tecido adiposo possui
como molécula-chave o oxido nitrico (NO), que interfere no metabolismo celular e promove a
polarizacdo para M1 (Palmieri; Mcginity, 2020). Esse fenotipo inflamatoério expressa a enzima
Oxido nitro sintase induzivel (iNOS), responsavel por catalisar a reacdo de conversdo de L-
argininaem NO. Em contextos de inflamag&o ou estresse oxidativo, esse mediador compromete
a via PIBK/AKT, essencial a acdo insulina e a homeostase glicémica (Fite; Abou-Samra;
Seyoum, 2015).

As doengas enddcrino-metabolicas vém recebendo atengédo crescente no meio cientifico,
com estudos voltados para suas etiologias, estratégias de prevencgdes e abordagens terapéuticas,
especialmente acerca do diabetes e da obesidade. O DM2 é uma disfuncdo metabdlica cronica,
progressiva e multifatorial, caracterizada por hiperglicemia, resisténcia a insulina e deficiéncia
relativa ou absoluta na sua producdo. E uma doenca frequentemente associada a estilos de vida
inadequados e a obesidade, envolvendo um estado inflamatério cronico de baixo grau, com
tendéncia ao desenvolvimento de complicacfes, tais como a dislipidemia, hipertenséo,
disfungéo endotelial, doencas cardiovasculares, cegueira, nefropatia e amputacées (SBD, 2023;
Goyal, 2023; Wensveen et al., 2015; Breitsameter et al., 1994).

Na obesidade, o tecido adiposo atua como um 6rgéo endocrino, sendo os adipdcitos as
células especializadas responsaveis em operar fungdes endocrinas, metabodlicas e imunolégicas.
Diante de um aporte caldrico cronicamente elevado, as células especializadas aumentam em
namero e volume, gerando um estresse metabolico continuo (Castro et al., 2016). Esse cenario
é propicio a ativacao de vias inflamatorias, onde os adipdcitos passam a secretar citocinas pro-

inflamatdrias, adipocinas, acidos graxos livres e espécies reativas de oxigénio (EROs) e
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nitrogénio (ERNSs). Esses fatores favorecem a resisténcia a insulina por mecanismos
parécrinos/autocrinos e afetam érgdos como figado e masculos, comprometendo o metabolismo
da glicose via TLR4, TNFR1 e IL-6R. (Hotamisligil et al., 1995; Kristianssen; Mandrup-
Poulsen, 2005; Luca; Olefsky, 2006).

Dessa forma, a obesidade pode levar a resisténcia a insulina, disfungdo das células g e
ao DM2, caracterizando um quadro de inflamagdo cronica de baixo grau, resultantes das
disfungdes metabdlicas prolongadas. Tal estado inflamatdrio contribui para complica¢fes como
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (NAFLD), retinopatia, doencgas cardiovasculares e
nefropatia (Rohm et al., 2022). Nesse contexto, a inflamacdo tem sido reconhecida como um
fator de risco importante para a fisiopatologia do DM2, dada sua estreita relacdo com os
mecanismos de resisténcia a insulina (Wang et at, 2012; Xia et al., 2017).

Nesse cenario, é amplamente conhecido o papel central dos macr6fagos na homeostase,
na mediacdo da inflamagdo e nos processos de reparo tecidual. Essas células tém um papel
central nesse processo inflamatério, sendo intensamente recrutadas para tecidos com alteracdo
da atividade metabdlica, como o adiposo e hepatico — fendmeno observado tanto na obesidade
guanto no DM2 (Lumeng; Saltiel, 2011). Nestas condic¢des, impulsionados por citocinas
inflamatorias e, em razdo de sua plasticidade fenotipica, observa-se um aumento expressivo na
infiltracdo e polarizacdo de macréfagos para M1 (Gordon et al., 2014; Kraakman et al., 2014).
Portanto, 0 microambiente tecidual alterado fornece as condic¢des para ocorrer um desequilibrio
entre a proporcdo de M1 e M2, em gue o fen6tipo M1 se sobressai em relacdo ao M2. Nesse
sentido, alguns estudos investigam a interacdo entre a infecgdo do Schistosoma spp. e seu
potencial efeito protetor em doencas metabdlicas pela inducdo da mudanca no perfil M1 para
M2. Um dos pontos que favorecem esse evento € 0 microambiente imunoldgico
predominantemente Th2, com o0 aumento de citocinas anti-inflamatdrias, expansao de células

T reguladoras (Tregs) e diminuicdo da resposta Thl (Tang et al., 2018).

Amer et al. (2023) investigaram, em modelo in vivo, a relagdo entre a infec¢do por
Schistosoma mansoni e o desenvolvimento do diabetes tipo 1 e 2. Os resultados mostraram uma
relacdo complexa, tendo em vista que a fibrose hepatica foi mais acentuada e a carga parasitaria
foi maior para o grupo com as condi¢bes de DM2 e obesidade, acompanhadas por niveis
elevados de citocinas inflamatorias e regulatdrias. Apesar disso, observou-se uma melhora na

resisténcia a insulina.

Diversas moléculas derivadas de helmintos tém sido avaliadas quanto ao seu potencial



imunomodulador. Haeberlein et al. (2017), por exemplo, analisaram a glicoproteina IPSE/alfa-
1 e os antigenos derivados dos ovos (SEA) do S. mansoni e sua interagdo com células do sistema
imune, que induziram células B e T regulatérias. A proteina Sm16 de Schistosoma mansoni foi
testada em macrdéfagos em modelo in vitro, demonstrando uma funcao inibitdria na ativacédo

classica de macrofagos (M1) (Sanin; Mountford, 2015).

Para este trabalho, foi utilizada a proteina recombinante SmCyp (Ciclofilina A) do
Schistosoma mansoni para avaliar seu potencial de polarizacdo de macrofagos. Essa proteina
pertence ao grupo das ciclofilinas, um grupo de isomerases envolvidas no dobramento de
proteinas e regulacao do sistema imune. A ciclofilina A é expressa durantes diferentes estagios
do desenvolvimento do helminto, incluindo as fases de cercarias e verme adulto, fases de

contato direto com o hospedeiro definitivo (Bugli et al., 1998; Floudas et al., 2017).

A SmCyp pode ser encontrada em diferentes regides do parasita, como tegumento,
porcdes musculares, epitélio intestinal e interior do verme, o que a torna uma proteina elegivel
ao estudo relacionado a imunomodulagdo, uma vez que ela interage com o sistema imune do
hospedeiro. Além disso, sua semelhanca estrutural com ciclofilinas humanas pode favorecer o
seu mecanismo de evaséo, corroborando para sua elegibilidade ao estudo (Bugli et al., 1998).

Estudos anteriores demonstraram potencial imunomodulador dessa proteina. Floudas et
al. (2017) observaram, em ensaios in vitro, que proteina recombinante SmCyp do S. mansoni
modula a funcdo de células dendriticas, reduzindo a producao de citocinas pro-inflamatorias.
Além disso, em um estudo in vivo com a SmCyp do S. jamponicum, foi evidenciada a inducéo
de uma resposta Th2, com aumento significativo na produgdo de IL-4, refor¢ando seu perfil

imunomodulador (Li et al., 2013).

No contexto da vacinagdo contra a esquistossomose, foram feitos testes in vitro para
avaliar a alergenicidade e a capacidade de protecdo de formulages contendo a SmCyp, em
modelos in vivo. Os resultados indicam estimulo da resposta imune com modulacédo da area dos
granulomas, reducdo da carga parasitaria e producdo de anticorpos expressiva contra um
epitopo da SmCyp (Melo et al., 2019).

Assim, considerando que h& poucos estudos da proteina SmCyp e reconhecendo as
diversas possibilidades ainda ndo exploradas quanto ao seu potencial terapéutico em diferentes
contextos, o presente trabalho tem como objetivo analisar os efeitos da proteina recombinante

SmCyp na polarizagdo de macréfagos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da proteina recombinante SmCyp pertencente a familia das imunofilinas

do Schistosoma mansoni na polarizacdo de macréfagos murinos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Caracterizacdo do modelo de polarizacdo de macrofagos

b) Avaliar a viabilidade celular de macrofagos sob exposicdo de diferentes
concentracOes da proteina SmCyp.

c) Analisar a morfologia dos macréfagos tratadas com a SmCyp.

d) Quantificar a concentracdo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias (TNF-
a, IL-6 e IL-10) liberada pelos macréfagos incubados com a proteina SmCyp.

e) Dosar a producdo de éxido nitrico produzido pelas células expostas a proteina

recombinante.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencdo das proteinas

Todo o processo de producdo da SmCyp foi realizado pelo grupo de pesquisas de
Biologia e Imunologia de Doencas Infecciosas e Parasitarias do Instituto René Rachou- IRR
(FIOCRUZ/MG), coordenado pela Profa. Dra. Cristina Toscano Fonseca, a qual gentilmente
nos cedeu a proteina para avaliacdo. Ja a Proteina Total do verme adulto (de Schistosoma
mansoni) foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Silmara marques Allegretti, pesquisadora do
Instituto de Biologia (IB) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A extracdo das
proteinas totais foi realizada empregando-se um tampdo de extracdo contendo Tris-HCI, DTT,
glicerol e inibidor de protease (Sigma).

3.2 Cultivo celular

A linhagem celular J774A.1 de macro6fagos murinos foi cultivada em frascos de cultura
de 75 cm? com meio DMEM alta glicose com L-glutamina suplementado com 10 % de soro
bovino fetal (SBF) e 1 % Penicilina e Estreptomicina (10 mL/L). As células foram mantidas
em incubadora a 37 °C e 5 % CO2 em atmosfera Umida. A cada 24 horas ou 48 horas o
crescimento celular era observado, e 0 processo de subcultivo era realizado a cada 2 ou 3 dias
antes de atingir 100 % de confluéncia. Para o subcultivo, as células foram lavadas com PBS e
removidas mecanicamente com raspador de células. Todo o contetdo do frasco foi transferido
para tubo Falcon e submetido a centrifugagdo por 5 minutos a 1500 rpm. O pellet foi
ressuspendido em 1 mL de meio, e o volume de células redistribuido no frasco de cultura

variava conforme o objetivo experimental.

3.3 Padronizacdo de polarizacdo dos macrofagos

A polarizagdo dos macréfagos foi padronizada com o intuito de permitir uma avaliagéo
comparativa adequada com os tratamentos da proteina SmCyp. As células murinas da linhagem
J774A.1 foram plaqueadas na densidade de 10° células/pogo em placa de 12 pogos e incubadas
a 37°C e5 % de CO2, em incubadora com atmosfera imida por 24 horas. Como controles
experimentais, foram estabelecidos: um grupo MO (células apenas com meio suplementado com
SBF), um grupo com inducdo de perfil M1, tratado com INF-y (5 ng/ml) e LPS (1pug/mL), e um
grupo com inducgéo para o perfil M2, tratado com IL- 4 (20 ng/mL) (Ribeiro et al., 2022).
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Os macréfagos M0, M1 e M2 foram preparados para uma caracterizacdo ultraestrutural
por microscopia eletronica de varredura (MEV), realizada no Laboratério de Caracterizacdo
Estrutural do Departamento de Engenharia de Materiais da UFSCar (LCE/DEMa/UFSCar). As
células foram mantidas em MO ou foram polarizadas para M1 e M2 por 24 e 48 horas, sendo
entdo fixadas com paraformaldeido 4 % e lavadas duas vezes com PBS (1x). Em seguida, as
células foram revestidas com ouro e analisadas em microscopio eletronico de varredura (Inspect
S50) (Ribeiro et al., 2021). As imagens obtidas para cada fenotipo foram avaliadas

qualitativamente quanto a morfologia e caracteristicas ultraestruturais.

3.4 Ensaio de proliferagéo celular com MTT

Para avaliacdo da viabilidade, foram utilizados dois métodos com principios distintos
relacionados ao metabolismo celular e a integridade lisossomal. Ap6s os tempos de incubacao,

0s sobrenadantes foram coletados para 0s ensaios subsequentes (Figura 1).

Dia 0
\, Plaqueamento
1x10%
células/pogo
Dia 1
l Tratamentos
MO: DMEM + 10%SBF YV ,
M1: IFN-y (5ng/mL) + Oxido Nitrico )
LPS (1ug/mL) « (Griess)
M2: IL-4 (20ng/mL) Coleta de sobrenadantes
PT: 25 pg/mL l (24e48h) _~
LPS: 1 pg/mL P
SmCyp 25-400ug/mL m—
/'-";A —
==| | . = ELISA
= i TNF-q, IL-6 €
% 2evamm \MTTf Vermelho Neutro Va IL-10
Dia 2/3 g
Incubagéo s

Created in BioRender.com biv

Figura 1. Resumo da estrutura metodoldgica para o estudo da proteina SmCyp.

O primeiro ensaio de viabilidade foi o método colorimétrico com Tetrazolium 3 - (4,5 -
dimetiltiazol - 2 - il) 2,5 - difenilbromida (MTT) (Mosmman, 1983), um sal de coloracéo
amarelada que € reduzido a cristais de formazan (cor violeta) por enzimas desidrogenases
mitocondriais ativas. Assim, a viabilidade é inferida indiretamente a partir da atividade

mitocondrial das células.
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O cultivo celular foi feito em placas de 96 pogos na concentragéo de 1 x 10* células por
pogo. Apds 24 horas, as celulas foram tratadas com a proteina recombinante SmCyp nas
concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL. Ademais, as células também receberam um
tratamento de proteinas totais do verme adulto a concentracdo de 25 pg/mL. Essa concentragdo
foi estabelecida a partir de ensaios realizados pelo grupo de pesquisa, nos quais foi observado
que esta é uma concentragdo segura, sem impacto na viabilidade de macrofagos (Santos, 2021).
Para o controle celular, as células foram cultivadas apenas com meio DMEM com 10 % de SBF

e 1 % dos antibioticos estreptomicina e penicilina.

Apbs o periodo de 24 e 48 horas de exposicdo as diferentes concentracdes, foi
adicionado 100 pL de MTT (0,5 mg/mL) diluido em meio livre de SBF, seguido de incubacéo
por 3horasa 37°Ce5 % CO,. Em seguida, o MTT foi removido e 100 pl de DMSO foi aplicado
em cada pogo para a dissolugdo dos cristais de formazan. A leitura foi feita em
espectrofotometro a 570 nm (Fragelli et al., 2018).

A porcentagem de viabilidade celular foi calculada para cada replicata bioldgica de

acordo com a formula:

% Viabilidade = (DO - Branco) Média do controle celular X 100

3.5 Ensaio de proliferagdo celular com vermelho neutro

Para verificar a viabilidade dos macrofagos da linhagem J774A.1 na presenca da
proteina recombinantes do S. mansoni por outro método, foi realizado o ensaio de
citotoxicidade vermelho neutro, com tempos de exposicdo de 24 e 48 horas. Este ensaio é
amplamente empregado para verificar a viabilidade estimada pela integridade lisossomal, isto
é, pela capacidade de retencdo do corante pelos lisossomos de células viaveis. Posteriormente,
0 corante é solubilizado e extraido, permitindo que a viabilidade seja estimada com base na
absorbancia determinada por espectrofotometria (Repetto et al., 2008).

O cultivo celular foi feito em placas de 96 pogos, com a concentracdo de 1x10*
células/pogo por um periodo de incubacdo de 24 horas. Em seguida, foi retirado o meio dos
pocos e foi substituido por meio com a proteina SmcCyp em concentragdes de 25, 50, 100, 200
e 400 pg/mL, cada uma testada em triplicata, com incubacdo de 24 horas. O mesmo

procedimento foi repetido para o tempo de 48 horas. Para o controle celular, as células foram
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cultivadas com meio suplementado com 10 % de SBF e 1 % dos antibioticos estreptomicina e

penicilina.

Ap0s cada periodo de incubacéo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS 1x e foi
adicionado 100 pL da solugdo de vermelho neutro (30 pg/ml diluido em meio livre de SBF)
por poc¢o. A incubacéo foi de 2 horas, ao abrigo da luz, em incubadoraa 37°C e 5 % CO..
Posteriormente, o corante foi removido e substituido por uma solugéo de etanol 50 % e &cido
acetico 1 % na proporcéo 1:1. A leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a
540 nm (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer) (Ates et al.,
2017).

3.6 Morfologia

Para analise morfoldgica por microscopia éptica, os macréfagos da linhagem celular
J774A.1 foram cultivados na concentragdo de 1x10* células/pogco em placas de 96 pogos,
seguindo 0 mesmo método descrito para o cultivo e incubacédo da proteina recombinante SmCyp
descrito para o ensaio MTT. Apds os periodos de 24 e 48 horas, s células foram observadas em
microscopio éptico invertido Axiovert 40 CFL (Zeiss), com aumento final de 100x. As imagens
obtidas foram feitas por meio de uma camera acoplada ao microscopio do modelo LOD-3000

(Bio Focus) e analisadas qualitativamente no software Future WinJoe.

3.7 Detecgdo de citocinas pro e anti-inflamatorias

A dosagem de citocinas foi feita tanto para a validar a polarizacdo, quanto para
investigar os efeitos da proteina de interesse. Para a avaliacdo da producédo de citocinas pro-
inflamatdrias IL-6 e TNF-a e da citocina anti-inflamatoria IL-10, as células de macrofagos da

linhagem murina J774A.1 foram plaqueadas no dia 0.

No dia 1, o grupo M1 recebeu 5 ng/ml de IFN e 1 pg/mL de LPS para inducgéo a
polarizacdo inflamatoria, M2 recebeu 20 ng/mL de IL-4 para indugdo a polarizagdo anti-
inflamatoria, o grupo com apenas LPS recebeu 1 pg/mL de LPS e as concentra¢fes de SmCyp
aplicadas foram de 50 e 25 pg/mL Apds 24 e 48 horas de incubacao, o 0s sobrenadantes foram
coletados para realizacdo do ensaio ELISA para deteccdo de citocinas inflamatorias 1L-6 e
TNF-a e da citocina anti-inflamatoria/regulatoria IL-10.
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A dosagem de citocinas foi realizada com os sobrenadantes da cultura celular da
linhagem J774A.1 em placa de 96 pocos em duplicata para cada condi¢do de cada réplica
bioldgica. No dia anterior ao ensaio, as placas foram sensibilizadas com anticorpos de captura
anti-mouse 1L-6, anti-mouse TNF-a e anti-mouse IL-10 diluidos em seus respectivos tampdes
e proporcdes indicados no kit. Para cada citocina, foram calculadas as quantidades de anticorpos
de captura e enzima que seriam diluidos na solucao diluente para a concentracdo indicada na

bula.

Durante a sensibilizacdo, 100 pL da solucdo de anticorpos de captura foram aplicados
em casa pogo. As placas foram incubadas overnight a 4 °C. Apoés esse periodo, as placas foram
lavadas trés vezes com 300 L por poco com a solucao de lavagem (0,05 % Tween 20 em PBS).
Em seguida, foram adicionados 200 pL de solugdo de bloqueio (Albumina 1 % em PBS) e as
placas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente. Depois, as placas passaram por

mais 3 ciclos de lavagem com 300 pl/poco.

Em seguida, foram aplicadas 50 pL de amostras e a curva padréo, em duplicata. O
branco recebeu apenas 50 pL de albumina 1 % diluida em PBS 1x. As placas foram incubadas
por duas horas em temperatura ambiente. Apds a incubacéo, as placas foram lavadas 3 vezes e,
no escuro, foram aplicados 100 pl por pogo dos anticorpos de detec¢do com suas respectivas
enzimas, diluidos em solu¢éo diluente (PBS e albumina 1 %). Ap6s incubacdo de uma hora e
meia, em temperatura ambiente, as placas passaram por mais trés ciclos de lavagem. Foi entdo
adicionado 100 pl de substrato 3, 3°, 5, 5’ tetrametilbenzidina (TMB) preparado a partir da
solucdo A e B (1:1) do kit para reacdo enzimatica. A reagdo foi interrompida com 50 pL de
acido sulfurico (H2SO4) 1M por poco. A leitura de absorbancia foi feita a 450 nm em
espectrofotometro (Thermo ScientificTM MultiskanTM GO Microplate Spectrophotometer)
(Crowther, 2001).

3.8 Dosagem de Oxido nitrico

Para determinacéo indireta do Oxido nitrico, foi feita a dosagem de nitrito (NO2) por
meio do método baseado na reacdo de Griess. O nitrito € uma forma oxidada do 6xido nitrico
e, para sua deteccdo (Saltzman, 1954; Green, 1982). Foram utilizados os sobrenadantes da

cultura celular sob as mesmas condigdes mencionadas para o MTT.

Os sobrenadantes resultantes da incubacéo por 24 e 48 horas com a proteinas do S.
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mansoni, proteinas totais do verme, LPS e controle negativo com meio DMEM suplementado
com SBF foram coletados para o ensaio. Foi feita uma curva de nitrato com NaNO> com as
concentracdes de 0,8 UM a 200 uM. Apds a distribuicdo das amostras em uma placa de 96
pocos, foi aplicada a solucdo de Griess (naftil-etilenodiamina (NED) 1 %, Sulfanilamida 1 % e
acido fosforico 2,5 %) no mesmo volume da amostra e, apds 15 minutos de incubacéo ao abrigo
da luz, a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 554 nm (Thermo Scientific™ Multiskan™
GO Microplate Spectrophotometer) (Magalhdes et al., 2018; Fragelli et al., 2021).

3.9 Anélise estatistica

As analises estatisticas de todos dados experimentais dos ensaios deste trabalho foram
feitas utilizando o teste ANOVA para dados considerados paramétricos pelos testes de Shapiro-
Wilk e Kolmogorov-Smirnov no GraphPad Prism verséo 8. Os dados foram corrigidos pelo
teste de Tukey. Valores de p < 0,05 foram definidos como estatisticamente significativos. Os
resultados estdo expressos como a média + desvio padrdo. Os dados sdo representativos de pelo

menos trés experimentos independentes, feitos em triplicata metodoldgica.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacdo da polarizacdo dos macrofagos - Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV)

A caracterizacdo morfologica das células da linhagem J774A.1 em um periodo de 24
horas de incubagdo com os indutores de M1 e M2 um controle MO mostrou que ha diferencas
morfoldgicas entre os grupos. No grupo de macréfagos MO, sem indutores, foi possivel observar
duas morfologias diferentes: mais arredondados, em formato fusiforme (Figura 2a-d) e
bipolares. Na Figura 2b-e estdo ilustrados os aspectos morfolégicos predominantes do grupo
dos macrofagos M1 com formato mais alongado e fusiforme com projecdes citoplasmaticas
esticadas nos polos O grupo induzido a polarizagdo M2, de modo geral, foi caracterizado como

células arredondadas com pouco ou sem extensdes citoplasmaticas.

Figura 2. Imagem de macréfagos J774A.1 sob efeitos de indutores por 24h. MO (a-d), M1(b-e) e M2 (c-f)
obtidos por MEV. a, b e c: ampliag&o original de 10 um; d, e, f: ampliagdo original de 50 um.

4.2 Padronizacdo da polarizacdo dos macrofagos - Perfil de citocinas

O perfil de citocinas foi determinante para fazer a confirmacdo e validacdo da
polarizacdo da linhagem J774A.1 Os macrofagos tratados com os indutores IFN-y e LPS por
24 horas para induzir M1 apresentou uma elevada produgéo dos marcadores inflamatorios TNF-
a e IL-6 tipicos desse fenotipo (Figura 3). Ja as células controle, MO cultivados apenas com
meio de cultura a producdo de dessas citocinas inflamatorias foi baixissima e o perfil de M2 foi
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semelhante. A dosagem de IL-10 (Figura 3) nédo evidenciou diferencas significativas entre os
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Figura 3. Niveis de IL-6 (a), TNF- a (b) e IL-10 (c) em sobrenadantes de cultura de macré6fagos M0, M1 e M2. Os
dados do grafico estdo expressos em média acompanhada do desvio padrdo (DP) com p < 0,05 em relacdo ao grupo
MO. MO: DMEM + 10 % SBF; M1: LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 ng/mL); M2:IL-4 (20 ng/mL). * p < 0,05 comparado
a MO; a p < 0,05 comparado a M2.

4.3 Viabilidade celular

A partir da caracterizacdo do perfil de polarizacdo dos macrdéfagos da linhagem
J774.A1, foram conduzidos os experimentos com a proteina recombinante SmCyp do S.
mansoni nas concentracdes de 25, 50, 100, 200 e 400 pg/mL em um intervalo de 24 e 48 horas
para avaliar a viabilidade mitocondrial. No periodo de 24 horas, as células apresentaram uma
viabilidade celular préxima ao controle celular conforme pode ser visto na Figura 4, sendo que
ele foi observado para as células tratadas com a proteina total, embora esta Gltima tenha tido
uma discreta queda, mas sem relevancia estatistica. Ja a exposicdo de 48 horas, embora tenha
demonstrado uma tendéncia de aumento de viabilidade, os resultados ndo apresentaram
diferenca significativa em relagédo ao controle celular.

Um resultado semelhante pode ser observado com a analise da viabilidade pelo método
de Vermelho Neutro, que também é um método indireto, mas a atividade metabdlica da célula

é verificada por outra organela celular, o lisossomo (Figura 3).
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Figura 4. Viabilidade celular (%) de células da linhagem J774A.1 por 24 e 48h com os tratamentos: Controle:
DMEM + 10 % SBF; Proteina Total (PT) 25 pg/mL; SmCyp 25-400 ug/mL. Os dados do gréfico estdo expressos
em média acompanhada do desvio padrdo (DP) com p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. A significancia
estatistica foi determinada por testes One way ANOVA com dados paramétricos e Shapiro-Wilk e Kolmogorov-
Smirnov para dados ndo paramétricos.

4.4 Morfologia Celular

Conforme € possivel observar nas imagens capturadas da morfologia dos macréfagos
murinos da linhagem J774A.1 houve um aumento da densidade celular entre 24 e 48 horas de
cada um dos grupos, incluindo todas as concentragdes da proteina e do macerado do verme.
Apesar disso, a0 comparar 0s grupos entre si em cada periodo de incubacdo, ndo houve
diferencas significativas ou notaveis entre controle celular, proteina recombinante SmCyp e
proteinas totais (PT) (Figura 5). Este foi um ensaio complementar atrelado ao de viabilidade de

carater demonstrativo permitindo a visualizacdo direta das células por meio de microscopia
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Figura 5. Morfologia celular dos macréfagos J774A.1 por microscopia éptica em microscépio invertido Axiovert
40 CFL (Zeiss) em aumento final de 100x. Incubagéo com os tratamentos: Controle: DMEM + 10 % SBF; Proteina
Total (PT) 25 pg/mL; SmCyp 25-400 pg/mL. Nos periodos de 24h e 48h.

48 horas

4.5 Citocinas

Com os sobrenadantes da cultura celular dos macréfagos em interagdo com a proteina
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do S. mansoni, foram realizadas as dosagens de liberagcdo de citocinas inflamatorias TNF-o e
IL-6 e anti-inflamatoria IL-10 por meio da técnica de detec¢do imunoenzimatica ELISA. Como
é possivel observar na figura 6, nos periodos de 24 e 48 horas, ndo foi observado aumento IL-
6 nas condicdes testadas. O grupo M1 foi o Unico em que houve uma alta e estatisticamente
relevante liberacéo da citocina inflamatdria em relacéo ao controle celular MO em 24 horas, e
praticamente ndo foi detectada para os outros grupos. Em 48 horas, houve uma discreta deteccéo
para 0s outros grupos, exceto M2. Os valores de M1 continuaram altos significativamente maio

que as proteinas totais e a SmCyp nas concentracfes de 25 pg/mL.
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Figura 6: Niveis de IL-6 de sobrenadantes de cultura dos macréfagos J774A.1 incubados com o0s tratamentos por
24 e 48h. MO: DMEM + 10 % SBF; M1: LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 ng/mL); M2:1L-4 (20 ng/mL); Proteina Total
(PT) 25 pg/mL; LPS (1 pg/mL); SmCyp 25 e 50 pg/mL. Os dados do grafico estdo expressos em média
acompanhada do desvio padrdo (DP) com p < 0,05. . A significancia estatistica foi determinada por testes One
way ANOVA com dados paramétricos e Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para dados ndo paramétricos. * p
< 0,05; ** p < 0,01. ND: Nao detectado.

Na Figura 7 estéo representados os resultados para a TNF-a. Em 24 horas, 0s niveis de
TNF-a nos macréfagos M1 comparado aos grupos MO0. Além disso, as concentracdes testadas
da proteina SmCyp apresentaram valores proximos ao perfil M1 e mais elevados que o grupo
MO e M2. Enquanto as outras condi¢Oes testadas ndo foram significativamente maiores ou
menores. No periodo de maior exposicéo, ndo houve diferenca significativa entre as condi¢fes

testadas.
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Figura 7. Niveis de TNF-a de sobrenadantes de cultura dos macréfagos J774A.1 incubados com os tratamentos
por 24 e 48h. M0: DMEM + 10 % SBF; M1: LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 ng/mL); M2:1L-4 (20 ng/mL); Proteina
Total (PT) 25 pg/mL; LPS (1 pg/mL); Proteina Total (PT) 25 pg/mL; SmCyp 25 e 50 pg/mL. Os dados do grafico
estdo expressos em média acompanhada do desvio padrdo (DP) com p < 0,05 em relacéo ao grupo controle. A
significancia estatistica foi determinada por testes One way ANOVA com dados paramétricos e Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov para dados ndo paramétricos. * p < 0,05 comparado a MO.

J& para a citocina anti-inflamatoria 1L-10, houve uma deteccdo da interleucina para
todos os grupos, embora com dados mais dispersos e com maior variancia. Os niveis de I1L-10

ndo foram diferentes entre os tratamentos aplicados (Figura 8).
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Figura 8. Niveis de IL-10 de sobrenadantes da linhagem J774A.1 sob os tratamentos por 24 e 48h. M0: DMEM +
10 % SBF; M1: LPS (1 ug/mL) + IFN-y (5 ng/mL); M2:1L-4 (20 ng/mL); Proteina Total (PT) 25 pg/mL; LPS (1
pug/mL); Proteina Total (PT) 25 pug/mL; SmCyp 25 ¢ 50 pg/mL. Os dados estdo expressos em média e desvio
padrdo (DP) com p < 0,05 em relacdo ao grupo MO.A significancia estatistica foi determinada por testes One way
ANOVA com dados paramétricos e Shapiro-Wilk e Kolmogorov-Smirnov para dados ndo paramétricos.

4.6 Oxido Nitrico

A dosagem de oxido nitrico foi realizada de forma indireta com a quantificacéo de nitrito
no sobrenadante celular e os resultados na Figura 9 mostram que nao houve diferenca estatistica
da producdo de 6xido nitrico pelos macrofagos quando expostos a proteina SmCyp nas

concentragdes de 25 e 50 pg/mL comprados ao controle MO. O mesmo ocorreu para as proteinas
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totais (25 pg/mL). O grupo M1 apresentou uma alta producdo de 6xido nitrico em relagdo ao
controle celular MO e aos demais grupos, inclusive os da SmCyp e houve um aumento na

liberacdo no periodo de 48 horas e em relacdo ao de 24 horas.
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Figura 9. Quantificacdo indireta de NO em sobrenadantes de cultura dos macréfagos J774A.1 incubados com 0s
tratamentos por 24 e 48h. MO: DMEM + 10 % SBF; M1: LPS (1 pg/mL) + IFN-y (5 ng/mL); M2:1L-4 (20 ng/mL);
Proteina Total (PT) 25 pg/mL; LPS (1 ug/mL); Proteina Total (PT) 25 pg/mL; SmCyp 25 e 50 pg/mL. Os dados
do gréfico estdo expressos em média acompanhada do desvio padrdo (DP) com p < 0,05 em rela¢do ao grupo MO.
A significancia estatistica foi determinada por testes One way ANOVA com dados paramétricos e Shapiro-Wilk
e Kolmogorov-Smirnov para dados ndo paramétricos. Com *** <0,001 e **** p<0,0001 comparado a MO.
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5 DISCUSSAO

O potencial imunomodulador de moléculas como proteinas e glicanos de Schistosoma
mansoni e de outros helmintos tem sido investigado para entender melhor a interacdo entre o
parasito e o hospedeiro. Com base nessas investigacOes, avalia-se a viabilidade de
desenvolvimento de vacinas contra a esquistossomose ou de imunoterapias para doengas
inflamatorias agudas e crénicas.

S. mansoni mantém sua relacdo parasitaria por meio de estratégias de evasao
imunolodgica, modulando células do hospedeiro para garantir sua sobrevivéncia (Maizels et al.,
2018). Uma caracteristica marcante desse processo é a mudanca da resposta imune de um perfil
inflamat6ério Thl para um perfil anti-inflamatoério Th2. Assim, algumas células como
macrofagos também alteram de perfil: ocorre um aumento na polarizacdo para o fendtipo
ativado alternativamente (M2) (Waqas; Ampem; Rdszer, 2019). Como os macréfagos sdo uma
das principais células envolvidas na regulacdo do sistema imune, essa mudanca resulta na
diminuicdo da inflamacéo (Reyes; Terrazas, 2007).

Os macrofagos apresentam um espectro de ativacdo e, dependendo do sitio de
recrutamento e do contexto, podem associar-se a processos inflamatorios, polarizados para o
perfil classico M1, com liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias, producdo de iNOS e NO. Por
outro lado, sob inducdo para o perfil M2, os macréfagos alternativamente ativados atuam e, um
cenario anti-inflamatério e reparador (Brancewicz, et al., 2025).

Em condicdes de inflamacéo cronica, como 0 DM2, ocorre um aumento da producéo de
citocinas pro-inflamatorias, especialmente TNF-a e IL-6. Esses mediadores inflamatorios
contribuem para a resisténcia a insulina e desregulacdo metabdlica, refletindo o estado de
polarizacdo de macréfagos para M1, além da geracdo de moléculas de espécies reativas, como
o NO.

Nesse contexto, promover o perfil M2 (em relacdo ao M1) esta relacionado com a agéao
de citocinas caracteristicas, como IL-10, TGF-B e IL-4, as quais também séo implicadas na
imunomodulagéo pelo S. mansoni (Gomes; Accardo, 2018; Hussaarts et al., 2015; Maizels;
Mcsorley, 2016).

Este estudo teve como objetivo analisar e compreender os efeitos da proteina
recombinante SmCyp em modelo in vitro de macrofagos murinos. Por sua vez, os macréfagos
sdo reconhecidos pela sua alta plasticidade e transitam num espectro de polarizagéo,
tradicionalmente dividido em M1 (classicamente ativado) e M2 (alternativamente ativado),

sendo que este Ultimo pode ser classificado em subpopulacbes M2a, M2b, M2c e M2d
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(Brancewicz et al., 2025).

Embora essa divisao binaria ndo reflita completamente o comportamento in vivo, trata-
se de uma abordagem valida e reprodutivel em estudos in vitro, nos quais utilizam IFN-y e LPS
como indutores de M1 e, IL-4, como indutor de M2. Esses indutores geram subgrupos do
espectro amplamente aplicados em estudos. O IFN-y ativa o fator de transcricdo STAT1, que
por sua vez ativa a expressdo de genes para o fendtipo M1, caracterizado pela elevada producéo
de TNF-a, IL-6 e IL-1pB. Ja IL-4 ativa o transdutor de sinal STAT6, que desencadeia uma série
de sinalizacOes para a expressdo de genes associados ao fenotipo M2, com altas producdes de
IL-4, IL-13, IL-10 e TGF-B, evidenciando os efeitos contrastantes desses estimulos
(Brancewicz et al., 2025; Murray et al., 2014).

Considerando o exposto, este trabalho utilizou a linhagem J774A.1 de macréfagos, um
modelo bem estabelecido e amplamente empregado em pesquisas na area de imunologia, para
a padronizacdo da polarizagdo de macréfagos. Os niveis elevados de TNF-o e IL-6 ap6s 24h e
48h de indugédo sugerem que houve polarizagdo para M1.

Em ambos os tempos, os niveis de IL-10, importante marcador do perfil M2,
permaneceram semelhantes ao controle (M0), mas apresentaram alta variabilidade, o que pode
comprometer sua interpretacdo. Importante destacar que o modelo de polarizacdo de
macréfagos M2 do presente trabalho foi M2a (induzido por 11-4), especializados em secretar
substancias pro-fibréticas como TGF-B, fator de crescimento semelhante a insulina e
fibronectina (Sica; Mantovani, 2012; Xia et al., 2023). Assim, observamos que a avaliacdo da
IL-10 pode ndo ter sido a melhor escolha para a verificacdo. Por isso, futuros ensaios serdo
conduzidos para avaliar TGF-f, um marcador mais promissor.

Os resultados da microscopia eletronica de varredura (MEV) nédo sdo muito conclusivos,
embora tenham demonstrado algumas diferencas importantes. O grupo MO mostrou-se
homogéneo, o que nao é algo inesperado, pois pode ser apenas um reflexo de sua plasticidade
basal. Os grupos MO e M2 foram mais semelhantes entre si, enquanto o grupo M1 se destacou
pelo seu formato mais alongado, como esperado. Os resultados dos grupos M1 e MO estdo de
acordo com a literatura, mas as células M2 geralmente sdo descritas como heterogéneas com
formato “spindeloides” alongadas com extensdes citoplasmaticas nos polos e como macrofagos
gigantes multinucleados (MNGS) repletos de projecdes citoplasmaticas (Heinrich et al., 2017).
Esses resultados observados coincidem parcialmente com o trabalho de Ribeiro et al. (2022),
que utilizou metodologia de inducéo semelhante. Assim como no presente estudo, também néo

foram observadas diferengas morfoldgicas entre M0 e M2, o que pode ser atribuido a condi¢Ges
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de cultivo ou a uma variagdo basal. Apesar disso, a polarizagdo para M2 foi confirmada pelos
altos niveis de IL-10 (Ribeiro et al., 2022).

A proteina SmCyp analisada neste trabalho ndo induziu proliferacdo celular, e a
viabilidade das células foi preservada. Em contraste, Liu et al. (2019) demonstraram que
vesiculas extracelulares do S. jamponicum (SjEVs) promoveram a proliferacdo de macréfagos
RAW264.7 e estimularam a producdo de TNF-a, uma citocina tipica da resposta da resposta
Th1. Isso pode estar relacionado ao estimulo Thl precoce frequentemente observada nas fases
iniciais da infeccdo, podendo atuar como um mecanismo de desvio imunologico que facilitam
sua instalacdo inicial. Por sua vez, Sun et al. (2012) relataram que a proteina recombinante
rSj16 de S. japonicum inibiu a proliferacdo celular de macréfagos RAW264.7 ativados com
LPS, reduziu os niveis de citocinas pro-inflamatdrias e aumentou IL-10, associada a resposta
Th2, indicando um efeito anti-inflamatorio. Esses achados sdo condizentes com o fato de que
Sj16 esta altamente expressa nas secre¢es do esquistossdbmulo, estagio inicial do parasita no
hospedeiro, interagindo diretamente com seu sistema imune e contribuindo para a evaséo
imunologica.

No presente estudo, macrofagos tratados com SmCyp apresentaram liberacdo de TNF-
a superior ao MO e similar ao M1 apds 24 h, mas esse efeito ndo se manteve em 48horas. A
producdo de IL-6 foi minima, e os niveis de NO permaneceram no mesmo padrdo do controle
celular, ndo estimulando o perfil inflamatdrio caracteristico de M1, que, por sua vez, apresentou
niveis expressivos de producédo de IL-6 como esperado.

O estado regulatério via IL-10 também néo foi detectado, pois os niveis dessa citocina
ficaram préximos ao controle celular, mesmo no protocolo de inducdo com IL-4. Dessa forma,
embora 0s ensaios com a proteina SmCyp a 25 e 50 pg/mL por 24 e 48 horas tenham mostrado
indicios de efeitos in vitro que evidenciam uma caracteristica imunomoduladora, ndo houve
confirmacdo em todos os testes.

Alguns estudos mostraram que antigenos sollveis do Schistosoma spp. induzem o perfil
M1 (Xu et al., 2014; Zhu et al., 2014). Além disso, evidéncias in vitro e in vivo mostraram
efeitos de inducdo M1 utilizando vesiculas extracelulares de S. japonicum também promoveram
esse perfil de ativacdo (Wang et al., 2015). Ja Assuncgdo et al. (2017) identificaram que a
lisofosfatidilcolina, derivada de esquistossomos, foi capaz de induzir o perfil M2 via receptor
PPAR-y. Adicionalmente, diversas proteinas também j& foram identificadas como
estimuladoras do perfil M2, como a RNase T2 Sj-CP1412 que aumentou de Agr-1, 11-10 in

vitro; a Sj16 amenizou marcadores inflamatérios e aumentou IL-10 in vitro e in vivo; e a
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cistatina Sj-Cys tambem teve um efeito semelhante observado em outro estudo (Li et al., 2020;
Xiaetal., 2021).

Explorando a possibilidade de atuacdo dessas proteinas nas doencas cronicas nao
transmissiveis como o Diabetes, acredita-se que um dos fatores que contribuem para a
resisténcia a insulina seja a infiltracdo de macré6fagos no tecido adiposo e a intensifica¢do do
processo inflamatorio, com um aumento na concentragdo de citocinas pré-inflamatorias, alto
indice de M1/M2 e alto indice de NO, associado a desregulacéo no ciclo de Krebs e acimulo
de citrato (Palmieri; Mcginity, 2020). Embora alguns estudos sugiram que o NO possa aumentar
o consumo de glicose, sua alta concentracdo esta relacionada com a inibi¢do desse consumo.
Fite et al. (2015) estudaram o papel do 6xido nitrico na sinalizacdo da insulina em modelo in
vitro com co-cultura de macrofagos e adipocitos. O alto indice de NO demonstrou uma relagédo
direta com a diminuicdo do consumo de glicose, embora também tenha sido observado, um
aumento do transporte de GLUT1, sugerindo consumo ndo dependente de insulina.

Em um outro estudo in vivo, investigou-se a ligacéo entre ubiquitina-ligase MDM2 e as
vias da iNOS, NO e do fator transcricional HIF-1a que esta intimamente associado a glicolise
e inflamacdo no tecido adiposo. A MDMZ2 estabiliza iNOS o que leva a um aumento na
produgdo de 6xido nitrico (NO), que por sua vez promove a s-nitrosilagdo de HIF-1a, ativando
este fator transcricional para induzir respostas glicoliticas e pré-inflamatérias em macréfagos
M1. Assim, o estudo mostrou que o NO proveniente da iINOS ndo é apenas um subproduto, mas
ele também atua na amplificacdo da resposta inflamatéria de M1 (Wu et al., 2024).

Ja foi estudado também in vivo que, durante a infec¢do do Schistosoma mansoni, ha uma
producdo de NO inicialmente que é, posteriormente, modulada por uma transi¢do para resposta
Th2, principalmente pela producéo de IL-4 (Brunet et al., 1999).

Os resultados do presente estudo coincidem com a literatura, uma vez que o grupo M1
apresentou um aumento expressivo da producdo de NO em relacdo ao controle celular, sendo
ainda maior no tempo de exposicdo maior de 48 h (Kashfi; Kannikal; Nath, 2021). Em
contrapartida, um perfil semelhante era esperado do grupo com LPS, sugerindo possiveis falhas
experimentais como ativacdo inadequada do LPS ou concentracdo insuficiente para detecgéo
de NO. Quanto as proteinas do verme, as proteinas totais e a recombinante ndo estimularam a
producdo de NO nas condi¢Oes testadas, mantendo seus niveis proximos ao controle celular,
sem se aproximar do comportamento do grupo M1

A proteina total do Schistosoma mansoni foi obtida a partir do macerado do verme

adulto, contendo uma mistura complexa de proteinas solGveis como enzimas, proteinas
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estruturais, proteinas de superficie, glicoproteinas e antigenos (SWA). Este extrato € muito
interessante e Gtil como controle comparativo, para obtencdo dos efeitos complexos da
interacdo dos macrofagos com os antigenos solUveis totais, assim como para comparagao com
os efeitos de uma Unica proteina (SmCyp).

Além disso, tal extrato também poderia ser avaliado como um candidato para aplicacfes
terapéuticas, dado que a diversidade de antigenos pode potencializar a resposta fisioldgica por
meio da ativacdo de mdaltiplos receptores de reconhecimento, aproximando-se de uma
simulacdo de infeccdo. Esse extrato proteico € frequentemente empregado na literatura para
investigar polarizacdo fenotipica e mecanismos imunomodulatérios em modelos in vitro,
muitas vezes induzindo o perfil inflamat6rio M1 (Zhu et al., 2014; Licé et al., 2023), o que ndo
¢ interessante como estratégia terapéutica para sindromes metabdlicas associadas a inflamacéo,
mas pode ser considerada para outros estudos relacionados a imunoterapia antitumoral ou em
adjuvantes vacinais. A concentracdo utilizada foi determinada experimentalmente em estudos
n&o mostrados realizados pelo grupo de pesquisa, de modo a selecionar uma dosagem com que
ndo afetasse a viabilidade celular nos tempos de incubacdo determinados.

Em suma, a proteina recombinante SmCyp, nas concentracdes e periodos de incubacéo
testados, ndo atuou na polarizagao de macréfagos no modelo in vitro, embora os niveis elevados
de TNF-a detectados sugiram algum potencial modulador a ser explorado conforme
demonstrado em estudos com essa proteina (Melo et al., 2019). Dessa forma, a SmCyp, nas
condicdes deste estudo, ndo se caracteriza como candidata promissora para compor
imunoterapias voltadas ao controle de doencas imunometabolicas, como o DM2. Ainda assim,
os achados indicam que a proteina induziu o perfil inflamat6rio moderado, sem comprometer a
viabilidade celular, sugerindo um perfil de seguranca relevante para desenvolvimento de
produtos bioldgicos, como vacinas e imunoterapias. Essa perspectiva é reforcada por estudos
previamente citados, os quais demonstraram efeitos promissores nesse contexto (Zhu et al.,
2014, Lica et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

Em sintese, os dados sugerem que a proteina recombinante SmCyp do S. mansoni, nas
concentracdes e tempos de exposicao avaliados, ndo afeta de forma significativa a viabilidade
ou morfologia dos macréfagos J774A.1 No que se refere a modulacdo imune, a SmCyp
apresentou capacidade limitada de induzir citocinas inflamatorias, com produgdo discreta de
TNF-o apds 24 horas. Apesar disso, ndo promoveu a liberacdo de NO e IL-6, marcadores
caracteristicos da polarizacdo de macrofagos do tipo M1, assim como ndo liberou niveis
significativos de IL-10, sugerindo um estimulo moderado. A auséncia de ativacdo desses
mediadores também é relevante, indicando uma atuacao seletiva e possivelmente estratégica na
interface com o sistema imune. Esses achados contribuem para a compreenséo das interagdes
parasito-hospedeiro e o potencial papel da SmCyp na resposta imune durante a
esquistossomose, mas ndo se mostrou promissora para o desenvolvimento de imunoterapicos
para doencas inflamatdrias de baixo grau associada a obesidade, como o DM2. No entanto, 0
fato de ndo desencadear resposta inflamatdria intensa abre novas perspectivas, especialmente
no contexto de formulacBes combinadas com outras moléculas do S. mansoni, ou como
componente em estratégias vacinais ou alguns tipos de imunoterapias — areas nas quais uma

modulacdo imune equilibrada pode ser benéfica.
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