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RESUMO

Estudos mostraram que a gestacdo e amamentacdo em maes esquistossomaéticas
podem alterar a resposta imune da prole na vida adulta. No microambiente tumoral,
macrofagos M1 tém perfil antitumoral, enquanto os M2 e as células supressoras
derivadas de mieloides (MDSCs) favorecem a imunossupressao e a progressao do
cancer. Assim, este estudo avaliou se a infecgcdo materna por Schistosoma mansoni
altera a frequéncia das populacées de MDSCs, M1 e M2 bem como o metabolismo
lipidico destes ultimos. Para isto, camundongos (Swiss webster) fémeas foram
infectadas com 20 cercarias e acasaladas no 60° dia de infecgdo. ApGs o nascimento,
parte dos filhotes tiveram suas mées trocadas, formando os grupos experimentais: Al
(amamentados por méaes infectadas), Ml (nascidos de méaes infectadas), outra parte
foi amamentada em suas préprias mées infectadas e nao infectadas, MIAI e
CONTROLE, respectivamente. Quando adultos, foi implantado no periténio, células
do Carcinoma de Ehrlich. Apos 10 dias (70 dias de vida) os animais foram pesados e
o liquido ascitico coletado e avaliado quanto a presenca de células MDSCs (CD11b+
Ly6G Ly6C+), M1 (CD16/CD32+/NOS-2+), M2 (CD206+), e perfil lipidico com as
sondas Bodipy 493/503 e Bodipy C16. Houve menor ganho de peso nos descendentes
previamente amamentados (Al) quando comparado ao Controle. Comparado ao grupo
CONTROLE, néo houve diferenca significativa na frequéncia das MDSCs nos grupos
experimentais. Os grupos Al, Ml e MIAI apresentaram menor frequéncia de M1 Bodipy
493/503+, enquanto o grupo Al apresentou menor frequéncia de M2 e o MIAI
apresentou maior frequéncia de M2 Bodipy 493/503+ comparado ao Controle. Entéo,
no tumor, a gestacdo e amamentacdo em maes esquistossomoticas resultou em
menor presenca de macréfagos M1 lipidicos, porém a amamentacao levou também a
reducdo da frequéncia de macréfagos M2 que pode favorecer o menor peso corporeo.
Por outro lado, a associacao da gestacao e de amamentacéo revelou que a diminui¢ao
de M2 ndo se manteve e promoveu maior acumulo lipidico nesta célula, indicando um

perfil imunossupressor e potencialmente favoravel a progressao tumoral.

Palavras-chaves: esquistossomose; amamentacéo; gestacao, carcinoma de Ehrlich;

ascite



ABSTRACT

Studies have shown that gestation and breastfeeding in mothers with schistosomiasis
can alter the immune response of offspring in adulthood. In the tumor
microenvironment, M1 macrophages have an antitumor profile, while M2 macrophages
and myeloid derived suppressor cells (MDSCs) favor immunosuppression and cancer
progression. Thus, this study evaluated whether maternal infection with Schistosoma
mansoni alters the frequency of these MDSC populations, M1 and M2, as well as the
lipid metabolism of the latter. For this, female Swiss Webster mice were infected with
20 cercariae and mated on the 60th day of infection. After birth, some of the pups had
their mothers switched, forming the experimental groups Al (breastfed by infected
mothers), Ml (born from infected mothers), and MIAI and CONTROL, respectively,
which were breastfed by their own infected and uninfected mothers. As adults, Ehrlich
carcinoma cells were implanted in the peritoneum. After 10 days (70 days of life), the
animals were weighed and ascitic fluid was collected and evaluated for the presence
of MDSCs (CD11b+ Ly6G Ly6C+), M1 (CD16/CD32+/NOS-2+), M2 (CD206+) cells,
and lipid profile using Bodipy 493/503 and Bodipy C16 probes. There was less weight
gain in previously nursed offspring (Al) when compared to the Control group.
Compared to the CONTROL group, there was no significant difference in the frequency
of MDSCs in the experimental groups. The Al, MI, and MIAI groups showed a lower
frequency of M1 Bodipy 493/503+, while the Al group showed a lower frequency of M2
and the MIAI group showed a higher frequency of M2 Bodipy 493/503+ compared to
the Control group. Therefore, in the tumor, pregnancy and breastfeeding in mothers
with schistosomiasis resulted in a lower presence of lipid rich M1 macrophages,
however, breastfeeding also led to a reduction in the frequency of M2 macrophages,
which may favor lower body weight. On the other hand, the association of pregnancy
and breastfeeding revealed that the decrease in M2 was not maintained and promoted
greater lipid accumulation in this cell, indicating an immunosuppressive profile and

potentially favorable to tumor progression.

Keywords: schistosomiasis; breastfeeding; pregnancy; ehrlich carcinoma; ascites.
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1 INTRODUCAO

A esquistossomose é considerada um grave problema de saude publica global,
sendo o0 Schistosoma mansoni a Unica espécie desse parasita encontrada no Brasil
(SOUZA et al., 2011; FERREIRA et al., 2020; FERREIRA et al., 2024). Outro grave e
prevalente problema de saude na atualidade € o céancer, considerado uma das
principais causas de morte no mundo (WHO, 2022). Diante do cenario em que a
esquistossomose e 0 cancer sao amplamente reconhecidos como importantes
problemas de saude, surge a necessidade de investigar a associacdo entre infeccoes
por Schistosoma mansoni e a influéncia da gestacdo e amamentacdo no crescimento
tumoral e na resposta imune da prole.

Nosso grupo de pesquisa tem realizado estudos do efeito da gestacao
separadamente da amamentacdo em maées infectadas em diferentes modelos de
imunizacaol/infecgdo. Os resultados obtidos indicam que a infecgdo materna por
esquistossomose pode influenciar a imunidade dos descendentes ap6s 0 nascimento
frente a antigenos nao relacionados ao parasita, além de destacar o papel dicotdmico
do leite materno proveniente dessas fémeas (FERNANDES et al., 2018; SANTOS et
al., 2010, 2014). Foi observado que, o leite de maes infectadas expressa um perfil
proteico, que podem estar envolvidos na regulagdo do sistema imune dos
descendentes a longo prazo, conferindo um carater protetor. Além disso, essas
proteinas atuam principalmente no metabolismo celular, tendo potencial terapéutico
em doengas inflamatdrias e autoimunes (HOLANDA et al., 2020). Dessa forma, torna-
se relevante investigar como esses fatores maternos interferem na modulagdo da
resposta imune da prole em contextos distintos, como o desenvolvimento tumoral, nos
guais os macrofagos M1 e M2, desempenham papéis opostos e seus aspectos
metabdlicos associados a ativacdo dessas populagdes.

Dentre modelos experimentais in vivo com cancer, o Carcinoma de Ehrlich é
amplamente utilizado, sendo este um adenocarcinoma mamario murino caracterizado
por rapida proliferacdo, capaz de se desenvolver tanto na forma ascitica quanto na
forma sdlida (ABD ELDAIM, M. A, et al., 2019). Em estudos com camundongos e
humanos, as MDSCs tém sido cada vez mais reconhecidas pelo papel crucial que
desempenham na resposta da imunidade antitumoral, sobretudo em funcdo do seu
acumulo na maioria dos individuos com cancer, o que representa um obstaculo para
muitas imunoterapias (OSTRAND-ROSENBERG; FENSELAU 2018).
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Estudos reportam que os macréfagos classicamente ativados (M1) que levam
a producédo de citocinas pro-inflamatérias e altos niveis de Oxido nitrico podem
desempenhar capacidade tumoricida (SICA; MANTOVANI, 2013; KRAUSGRUBER et
al., 2011). Enquanto os macrofagos alternativamente ativados (M2) estdo envolvidos
com o crescimento tumoral (ALFANO et al.,, 2013). Associado a isso, as células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs) exercem agao imunossupressora,
desempenhando um papel critico durante a progressao tumoral (GROTH et al., 2019).

O metabolismo lipidico compreende o conjunto de vias bioquimicas
responsaveis pela sintese, armazenamento e degradacao de lipidios, sendo essencial
para o funcionamento e a regulacao energética das células imunolégicas. Alteracdes
nesse metabolismo influenciam diretamente a polarizacdo e a atividade dos
macréfagos, uma vez que os M1 utilizam predominantemente a glicélise, enquanto os
M2 dependem da oxidacdo de acidos graxos (ROSAS-BALLINA et al., 2020). Para
investigar essas dinamicas, sondas fluorescentes como o Bodipy sdo amplamente
utilizadas. O Bodipy 493/503 é empregado para marcagdo de lipidios neutros em
goticulas lipidicas (QIU; SIMON, 2017), enquanto o Bodipy C16 avalia a captacéo e
oxidacao de acidos graxos (AL-KHAMI, et al., 2017).

Desta maneira, as implicacdes decorrentes dos fendétipos M1 e M2 podem
resultar em condi¢cdes que promovem tanto a prote¢cédo tumoral quanto, em contextos
inflamatorios, contribuir para a patogénese de doencas. Portanto, o presente estudo
teve como objetivo comparar os efeitos da gestacdo e da amamentacdo em
camundongos adultos que foram gerados e/ou amamentados em maes
esquistossomoticas e submetidos a implantacdo do Carcinoma de Ehrlich, avaliando
a expressao de marcadores associados aos perfis de macréfagos M1 ou M2, a
utilizacdo de Bodipy como indicador do metabolismo lipidico, bem como a presenca

de células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose é considerada uma das parasitoses mais disseminadas no
mundo, especialmente entre aquelas que afetam o homem. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é a segunda doenca parasitaria de maior
importancia e impacto socioeconémico, ficando atras apenas da malaria. Esta doenca
infecto-parasitaria € causada por vermes do género Schistosoma, com S. mansoni
sendo a Unica espécie encontrada no Brasil (SOUZA et al., 2011; BRASIL, 2014;
BATISTA, 2018; SANTOS et al., 2021; DE SOUZA et al., 2023).

Trata-se de uma doenca endémica de grande extensdo, que afeta
aproximadamente 240 milhdes de pessoas em todo o mundo, com mais de 700
milhdes vivendo em areas endémicas, com risco ativo de infeccdo (DE SOUZA et al.,
2023). A infeccéo é prevalente em regides tropicais e subtropicais, especialmente em
comunidades pobres sem agua potavel e saneamento adequado (WHO, 2023). No
Brasil, estima-se que cerca de 1,5 milh&o de pessoas estejam infectadas pelo S.
mansoni (BRASIL, 2019; BARBOSA et al., 2024).

O ciclo bioldgico de Schistosoma mansoni envolve dois hospedeiros: o
intermediario, representado por caramujos de agua doce do género Biomphalaria, e o
definitivo, 0 homem. O parasita passa por diferentes formas evolutivas: miracidio, ovo,
esporocisto, cercéria, esquistossdmulo e verme adulto. A infeccdo humana ocorre
quando cercarias liberadas na agua pelos moluscos infectados penetram ativamente
na pele ou mucosas durante o contato com ambientes aquaticos contaminado
(MARTINS et al., 2019). Durante as diferentes etapas do ciclo evolutivo do S. mansoni
nos diferentes tecidos, o helminto sofre importantes alteracdes morfoldgicas e
bioquimicas que Ihe permitem evadir e modular a resposta imune do hospedeiro. Cada
etapa desse processo desencadeia a ativacdo de complexos mecanismos
imunoldgicos (SOUZA et al., 2011).

Na infeccdo pelo S. mansoni, o0s mecanismos da imunidade inata ndo sdo
suficientes para conter o parasita, tornando-se necessaria a ativacao da imunidade
adaptativa. Esta resposta é mediada principalmente por duas populacdes celulares:
os linfocitos B, responsaveis pela imunidade humoral, e os linfécitos T, que exercem

papel central na regulacdo da imunidade celular. Os linfécitos T subdividem-se em
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linfocitos T citotoxicos (CD8+) e linfocitos T auxiliares (CD4+). ApGs a ativacao por
células apresentadoras de antigenos e sob influéncia de diferentes citocinas, se
diferenciam em perfis distintos, como Thl e Th2 (TAYLOR et al., 2006; STOCKINGER,;
KASSIOTIS; BOURGEOIS, 2004). Com o avango das pesquisas, outros tipos de
linfécitos T foram descritos, incluindo as células T regulatérias (Tregs) e as células
Th17, que desempenham papéis essenciais no equilibrio entre protecao, inflamacéo
e patogénese na esquistossomose (ZHENG et al., 2020). Dessa forma, a resposta
imune na esquistossomose resulta da interacdo entre mecanismos efetores e
regulatorios, que determinam tanto o controle do S. mansoni quanto o grau de
inflamacdo tecidual. Compreender essa interacdo imunoldgica € essencial para

avancar em estratégias terapéuticas contra a doenca.

2.2IMUNOMODULACAO NA ESQUISTOSSOMOSE

A esquistossomose se apresenta em duas formas clinicas distintas: aguda e
cronica (DUTRA et al.,, 2024). Na fase aguda inicial (pré-postural), durante a
transformacdo das cercarias em esquistossOmulos, a resposta imunoldgica
predominante € do tipo Thl. Esta resposta € caracterizada pela producao de citocinas
pré-inflamatérias como interleucina 12 (IL-12), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)
e interferon gama (IFN-y), que desempenham papéis importantes na resposta
inflamatoria, citotoxicidade e hipersensibilidade tipo tardia. Esta fase é mais
intensamente estimulada nas primeiras 3 a 5 semanas ap0s a exposi¢ao as cercarias
(PEARCE; MACDONALD, 2002; LAMBERTUCCI, 2010).

Com o inicio da postura dos ovos (fase aguda postural) por volta da 5 a 6
semana, ocorre uma mudancga para uma resposta Th2. Nesta fase, ha um aumento
na producao de citocinas associadas ao perfil Th2, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-
13. Essas citocinas promovem a estimulacdo da producdo de anticorpos IgE e a
eosinofilia, direcionada a eliminacdo do parasita e a modulagdo da inflamacéo
(ABATH et al., 2006; PEARCE e MACDONALD, 2002; WILSON et al., 2007; BURKE
et al., 2009).

A liberacdo de antigenos sollveis pelos ovos de Schistosoma desencadeia
uma reacao granulomatosa que envolve macroéfagos, linfécitos T e eosindfilos. Essa

reacao pode levar a sintomas e complicacdes que variam de acordo com a localizacao
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e a quantidade de ovos presentes no hospedeiro. Com a formacédo de um processo
granulomatoso ao redor dos ovos, que atinge o pico entre 8 e 10 semanas, resulta em
uma intensa producéo de citocinas. No entanto, a medida que a infeccéo progride para
0 estagio crbénico, ha uma diminuicdo na producao de citocinas e um aumento nos
componentes fibréticos associados ao processo imunopatolégico (RUMBLEY et al.,
1998; HAMS et al., 2013).

Durante a progressdo para a fase mais cronica, ocorre uma regulacdo da
resposta Th2 por volta da 122 semana. Essa imunomodulagéo, que regula o equilibrio
entre os perfis Thl e Th2, € mediada por fatores como TGF- e IL-10, que promovem
a inducao de células T regulatérias (CHUAH et al., 2014). Além disso, o aumento de
macrofagos alternativamente ativados (M2) e células T regulatérias complementa
essa regulacdo, modulando a resposta inflamatéria e lesédo tecidual. I1sso ajuda a
prevenir o desenvolvimento de formas clinicas mais graves da doenca (ANTHONY et
al., 2007).
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2020.
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A regulacédo da resposta Th2, mediada por macrofagos e pela interacao de
NO-sintases e IL-10, resulta em um balanco Th1l/Th2 que diminui a formacéo de
granulomas. Ao longo do processo patolégico da esquistossomose, ocorre uma
substituicdo dos macréfagos M1 por macréfagos M2. Inicialmente, os macréfagos M1
auxiliam na resposta inflamatéria, no sequestro de ovos e na formacéo de granulomas.
Com a progressao da infeccéo para a fase cronica, os macréfagos M2 desempenham
um papel anti-inflamatorio, inibindo a funcédo de outras células e contribuindo para a
reducdo do tamanho dos granulomas, com participacdo do envolvimento de células T
regulatérias (WILSON et al., 2007).

A infeccdo por S. mansoni é conhecida por sua capacidade de modular
significativamente a resposta imune. Estudos demonstraram que esse modelo de
infeccdo pode proporcionar beneficios ao hospedeiro, como observado no estudo com
encefalomielite autoimune experimental e diabetes tipo 1, o contato com antigenos do
verme (SWAP) resultou em uma reducdo na gravidade da encefalomielite e na
prevencao do desenvolvimento de diabetes tipo 1 em camundongos (ZACCONE et
al., 2003; TANG et al., 2019; SEWELL et al., 2003; DOS SANTOS CARVALHO et al.,
2008). Esses resultados indicam que modelos de infeccdo ou imunizagcdo com
helmintos, especialmente S. mansoni, tém potencial como ferramentas

imunomodulatérias frente a antigenos heterdlogos, como é o caso do cancer.

2.3RELACAO MATERNO-FETAL NA ESQUISTOSSOMOSE

As infecc¢des por helmintos modulam a resposta imune do hospedeiro através
de varios mecanismos, podendo permitir a sobrevivéncia prolongada do parasita
dentro do hospedeiro, minimizando os danos aos tecidos e causando implicacbes
significativas durante a gravidez (MPAIRWE et al., 2014). Devido a alta prevaléncia
de infec¢Bes crénicas em mulheres gravidas e lactantes, diferentes estudos sugerem
gue a infeccdo materna desempenha um papel crucial no desenvolvimento da
imunidade dos descendentes, favorecendo o controle da doenca em pessoas de areas
endémicas (FRIEDMAN et al., 2007; SALAWU; ODAIBO, 2013). Diversas pesquisas
relatam a transferéncia de anticorpos maternos parasito-especificos, bem como a
sensibilizacdo in utero através da passagem transplacentaria de antigenos de S.
mansoni durante a gestacdo (LOKE, 1982; WILLINGHAM Il et al.,, 1999; EL
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TEMSAHI; ELGOHARI, 1999).

Estudos experimentais demonstraram que a exposi¢ao a antigenos do parasita
e a anticorpos anti-Schistosoma durante o periodo pré-natal, pode provocar alteracdes
na resposta imune do recém-nascido especifica para o parasita. Os descendentes
apresentaram uma resposta granulomatosa reduzida ou até mesmo ausente aos ovos
de S. mansoni, tornando-se tolerantes aos antigenos do parasita (ATTALLAH et al.,
2006; COLLEY et al., 1996; HANG et al., 1974; LENZI et al., 1987).

Em um modelo experimental, foi avaliado o efeito da amamentagéo,
independentemente da gestacdo, em maes infectadas por S. mansoni sobre os
descendentes adultos imunizados com ovalbumina (OA). Observou-se que 0s
descendentes adultos que foram amamentados por mées esquistossomoéticas
apresentaram uma maior producdo de anticorpos anti-OA, acompanhada por um
aumento na producao de IL-2, IL-5, IL-6 e TGF-B. Além disso, esses descendentes
demonstraram uma melhor capacidade de apresentacdo antigénica, evidenciada pelo
aumento da expressdo das moléculas co-estimuladoras CD40 e CD80 (SANTOS et
al., 2010, 2014; SILVA, F. L. D., 2021). A parasitose materna parece influenciar a
producdo de anticorpos anti-OA através do leite, uma vez que os descendentes
amamentados por maes néo infectadas produziram niveis significativamente menores
de anticorpos anti-OA em comparagdo com agueles amamentados por maes
infectadas. Além disso, foi relatado que a amamentacdo atenua o potencial
imunossupressivo anti-OA adquirido durante a gestacdo (SANTOS et al.,, 2010).
Também foi observado que, quando os camundongos nascidos de méaes infectadas
sdao amamentados por maes igualmente infectadas, ocorre uma reversdo da
supresséao dos anticorpos anti-OA, acompanhada por um aumento na producéo de IL-
2 e uma diminuicdo de IL-10. Esses achados reforcam o efeito estimulador da
imunidade adquirida através da amamentacdo em maes esquistossomoticas
(SANTOS et al., 2010).

Em descendentes amamentados exclusivamente por maes
esquistossomoticas, foi demonstrado um controle da reacdo granulomatosa, com
menor numero de granulomas e menor grau de fibrose durante a infeccdo pds-natal.
Assim como, descendentes gerados por maes infectadas apresentaram intensa
fibrose e granulomas de maior tamanho; no entanto, esse dano hepético foi revertido

guando os filhotes foram amamentados por méaes infectadas (SANTOS et al., 2014).
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Além disso, observou-se que o leite de mées infectadas expressa um perfil
proteico, que podem estar envolvidos na regulacdo do sistema imune dos
descendentes a longo prazo, conferindo um carater protetor. Essas proteinas atuam
principalmente no metabolismo celular, tendo potencial terapéutico em doencas
inflamatérias e autoimunes (HOLANDA et al., 2020).

Holanda et al. (2019) relataram que o leite de mées infectadas por S. mansoni
induziu a expressao de HDACs de varias classes, que estdo envolvidas na reducao
de resposta inflamatoria nos descendentes. Esses achados destacam o papel
fundamental da relacdo materno-fetal na modulacdo da resposta imune, mostrando
gue a exposicao a componentes do leite materno de mées esquistossomoticas pode
reduzir processos inflamatérios e conferir protecdo duradoura contra diferentes

patologias.

2.4 CANCER E O MODELO DE CARCINOMA DE EHRLICH

O céncer € um termo usado para descrever um grupo de doencas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células. A medida que essas células
se dividem rapidamente, elas tendem a se tornar mais agressivas, resultando na
formacéo de tumores que podem invadir tecidos e 6rgéos adjacentes (INCA, 2022).
Em contrapartida, o cancer apresenta caracteristicas que sédo bastante diferenciadas
em relacdo a sua origem genética, histopatoldgica, agressividade, progresséao,
prognadstico, assim como também as relacionadas ao tratamento (SAITO et al., 2016).
Essa formacdo do cancer é proveniente de um processo conhecido como
carcinogénese, que ocorre de maneira lenta, podendo levar anos para que uma célula
cancerosa se propague e venha originar um tumor visivel, sendo esse processo
impulsionado por meio da interacdo de fatores ambientais, genéticos e metabdlicos
(INCA, 2022; KOYA et al., 2024).

O céancer tem avancado de forma alarmante em todo o mundo, sendo
considerado a segunda principal causa de morte na maioria dos paises (OLIVEIRA et
al., 2015; SUNG et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2022). Em 2022, foram estimados
aproximadamente 20 milhdes de novos casos de cancer e 9,7 milhdes de mortes
relacionadas a doenca no mundo. Projecdes indicam que, até 2050, o numero de

novos casos de cancer pode ultrapassar 35 milhdes (OPAS, 2024). Esse crescimento
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da incidéncia e mortalidade por cancer na populacdo mundial pode ser atribuido a
uma combinacdo complexa de fatores, incluindo o envelhecimento e o crescimento
populacional, assim como por mudancas nos estilos de vida como alimentacéo
industrializada, tabagismo, obesidade e sedentarismo (INCA, 2022).

A fim de elucidar os mecanismos relacionados ao crescimento, patogénese,
imunologia, bioquimica e terapéutica dos tumores, modelos experimentais como o
tumor de Ehrlich s&o amplamente utilizados. Caracterizado como um adenocarcinoma
mamario murino, de desenvolvimento espontaneo e rapido, uma alta capacidade de
transplantacdo e com baixo custo de manutencdo. O tumor se desenvolve tanto na
forma sdlida (TES), quando inoculado pela via subcutanea ou intramuscular, quanto
na forma ascitica (TEA) se inoculado pela via intraperitoneal. Essas duas formas de
progressdo do tumor, sdo marcadas por uma hematopoese esplénica,
esplenomegalia, trompocitopenia, neutrofilia e por um aumento de macréfagos
supressores (FREITAS et al., 2017; FEITOSA et al., 2021). Descrito na literatura
como um modelo espécie-especifico, o tumor de Ehrlich se desenvolve em diferentes
linhagens murinas. Acredita-se que sua capacidade de proliferar em diversas cepas
murinas esteja relacionada a perda dos antigenos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) em sua forma ascitica (FEITOSA et al., 2021,
FRAJACOMO et al., 2016).

A forma sélida do Carcinoma de Ehrlich pode ser referida morfologicamente
pela presenca de células pleomorficas e anaplasicas, com nucléolos numerosos e
proeminentes, uma alta relacdo nucleo citoplasma, cromatina condensada, alto indice
mitético, além de um estroma constituido por fibras colagenas e delicados capilares
(SILVA et al., 2006).

A proliferacéo de células tumorais € marcada por uma resposta de modulacao
imunoldgica, onde células imunes interagem ativamente com as células tumorais
dentro do microambiente tumoral (RADULSKI et al., 2023). No carcinoma de Ehrlich
ascitico (CEA), observam-se alteracdes nas células esplénicas, incluindo uma
reducdo nas células T CD4 e CD8, um aumento das células B (com pico 2 dias ap0s
a inoculacdo do tumor) e um aumento na populacdo de macréfagos (SEGURA et al.,
2000). Os neutrdfilos também desempenham um papel crucial no desenvolvimento
tumoral. No caso dos camundongos suscetiveis como 0 Swiss, 0s neutréfilos ajudam

a controlar o crescimento do tumor. No entanto, em camundongos resistentes ao
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tumor, como os CAF1 (BALB/c A/J) F1), os neutrofilos promovem o crescimento
tumoral (BERGAMI-SANTOS et al., 2004).

Num modelo experimental de Carcinoma de Ehrlich Ascitico (CEA), foi
demonstrado macrofagos com alta expressdo de CD206 e baixa producao de 6xido
nitrico (NO), caracterizando como fenétipo M2 (KALISH et al., 2015). Estudos tém
mostrado que a prevaléncia de macrofagos M2 com tais propriedades regulatérias no
microambiente tumoral estdo correlacionadas com a formagao e progressao tumoral
(WILLIAMS et al., 2016; YANG, 2017). Uma elevada concentracdo de macréfagos
alternativamente ativados no estroma tumoral foi associada com uma maior densidade
microvascular e altos indices mitdticos em tumores (MANTOVANI et al., 2013). Do
contrario, foi observada uma rejeicdo de metastases do tumor mamario murino em
estudos em que animais possuiam uma deplecdo de macréfagos M2, além de uma
Otima sobrevida apdés a remocéao cirdrgica do tumor priméario (QIAN et al., 2010).
Portanto, esse modelo tem sido fundamental para o desenvolvimento de novas
terapias e continua a ser uma ferramenta essencial na investigacéo cientifica sobre o

cancer.

2.4 METABOLISMO DE MACROFAGOS

Os macrofagos sdo células imunes que desempenham funcgdes cruciais tanto
na imunidade inata quanto na adquirida, atuando na resolucdo da inflamacéo e no
reparo tecidual apos uma lesdo (SICA e MANTOVANI, 2013). Possuem papéis
fundamentais na defesa contra virus, bactérias e parasitas, além da atuacdo na
protecdo contra células tumorais (CHENG et al., 2019). Essas células que possuem
alta plasticidade, assumem diferentes fen6tipos a medida que séo sujeitos a estimulos
do microambiente, que se diferenciam em dois fendtipos principais: macréfagos M1,
ou classicamente ativados, e macréfagos M2, ou alternativamente ativados
(MOVAHEDI, et al., 2010; DA SILVA et al.,, 2021). Essa ativacao diferencial dos
macréfagos € estabelecida por mudancas metabdlicas intracelulares que estao
conectadas a diversos aspectos da ativacao dessas células (LANGSTON et al., 2017).

Os macrofagos possuem uma notavel plasticidade metabdlica, ajustando seu
metabolismo intracelular conforme os sinais ambientais e inflamatoérios. No entanto,

alteracdes disfuncionais nesse processo estdo fortemente associadas a patogénese
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de diversas doencas, incluindo fibrose, obesidade e cancer. As vias metabolicas
desempenham um papel essencial na funcionalidade e resposta imune dos
macrofagos, regulando tanto a ativacdo inflamatoria quanto a cicatrizacéo tecidual.
Essa plasticidade permite que os macrofagos reprogramem seu metabolismo de
forma dindmica, adaptando-se as demandas do microambiente (SREEJIT,
GOPALKRISHNA et al., 2020).0s macréfagos M1 se desenvolvem em resposta a
produtos microbianos e citocinas Thl, produzem citocinas pré-inflamatérias como IL-
12, IL-23, IL-18, IFN-y e TNF-a, possuem alta produgao de intermediarios toxicos,
como o oOxido nitrico e espécies reativas de oxigénio, mediando respostas contra
parasitas e células tumorais (DENG et al., 2023). Essas células expressam moléculas
coestimuladoras, como CD80 e CD86, que amplificam a ativacdo dos linfocitos T
(ORECCHIONI et al., 2019). Possuem atividade antitumoral, efetuando o
reconhecimento de células do cancer e provocando sua destruicdo por meio da
fagocitose e citotoxicidade (CHOI et al., 2017). No entanto, a ativacdo excessiva dos
macréfagos M1 pode resultar em inflamagédo cronica e dano tecidual, estando
relacionados a patogénese de varias condi¢cfes inflamatérias (MANTOVANI et al.,
2013).

Em contrapartida, os macrofagos M2, conhecidos por suas propriedades anti-
inflamatorias, sdo ativados pelas citocinas IL-4 e IL-13 e estado totalmente envolvidos
na fibrogénese, remodelacédo tecidual e angiogénese. Além disso, eles estimulam a
resposta imune adaptativa do tipo Th2 e secretam citocinas regulatérias como IL-10 e
TGF-B, atuando como mediadores na resolucéo da inflamacéao (XU, 2014; MURRAY,
2017). Esses macrofagos contribuem principalmente para a patologia das doencgas
fibréticas crénicas, por meio da supressao da producdo de IFN-y e outras citocinas
pro-fibréticas, pela ativacdo de fatores pro-fibrogénicos, como a Arginase 1, pela
inducdo da producdo de colageno via Fizz-1, que ativa os miofibroblastos, e
metaboliza¢do da L-arginina em prolina, constituinte do coldgeno (HESSE, et.al. 2001;
WILSON, et.al. 2007).

Estudos indicam que a presenca elevada de macrofagos M2 esta associada a
um prognéstico desfavoravel em tumores de endométrio, mama e esbéfago
(ERRANTE, 2020). Esses macréfagos também desempenham papéis cruciais na
progressdo tumoral, no crescimento, na angiogénese e metastase de diversos

canceres solidos (CHENG et al., 2019). A infiltracdo de macrofagos M2 em tumores
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tem sido correlacionada com o avanco da doenca e com a reducdo da sobrevida em

pacientes com cancer gastrico (FU et al., 2017).
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Figura 2- Polarizacdo de macréfagos. Fonte: KUN YEONG LEE, 2019.

Os macréfagos M1 e M2 apresentam fenétipos metabdlicos que diferem entre
si, por um lado os macréfagos M1 ativados por lipopolissacarideos (LPS) e interferon-
gama (IFN-y), dependem da glicdlise aerdbica, esse estado metabdlico pode levar ao
acumulo de lipidios e a disfuncéo celular, contribuindo para a progressédo de doencas
cronicas, enquanto os macréfagos M2 ativados por IL-4 usam a oxidacao de acidos
graxos e o metabolismo lipidico (FAO, também conhecida como [B-oxidacdo) para
alimentar a fosforilagcdo oxidativa mitocondrial, sendo essa alteracao importante para
manter as fun¢des imunossupressoras dessa célula (OXPHOS) (HUANG SC et al.,
2014; PATHRIA et al., 2019).

Estudos estabeleceram uma forte ligacdo entre os sinais de ativacéo
inflamatoria e as alteracdes induzidas no metabolismo dos macréfagos que séo
essenciais para que as células desempenhem suas func¢des posteriormente (O'NEILL
LA, PEARCE EJ, 2016). Em macréfagos, sinais proé-inflamatérios promovem

mudancas no metabolismo lipidico, incluindo a reducéo da oxidacdo de acidos graxos
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(FAO), e aumentam a sintese de triacilgliceréis (TG), promovendo o acumulo de
goticulas lipidicas (CASTOLDI et al., 2020).

Alterac6es no metabolismo lipidico podem influenciar diretamente a resposta
imune e o microambiente tumoral, uma vez que lipidios acumulados podem atuar
como mediadores inflamatérios, fontes energéticas ou moduladores da sinalizacao
intracelular (YU et al., 2021). Para avaliar essas alteracdes, diferentes sondas
fluorescentes tém sido utilizadas. O Bodipy 493/503 é amplamente empregado na
deteccao de goticulas lipidicas neutras, permitindo sua visualiza¢gdo por microscopia
e quantificacao por citometria de fluxo (QIU; SIMON, 2017). J& o Bodipy C16 € um
analogo do &cido palmitico, utilizado para rastrear a captacdo e o metabolismo de
acidos graxos, fornecendo informacdes sobre a dinAmica do metabolismo lipidico e a
atividade mitocondrial em diferentes tipos celulares (BARRECA et al., 2023). Assim, o
estudo do metabolismo lipidico fornece uma ferramenta poderosa para compreender
como alteracbes na captacdo e no processamento de lipidios modulam a funcao
imunoldgica.

As populagbes de macréfagos do tipo M1 e M2 precisam ser devidamente
equilibradas para que possa garantir o funcionamento adequado do organismo e
protecdo do hospedeiro, quando esse equilibrio é perturbado, pode favorecer o
surgimento de condi¢Bes patolégicas. Os macréfagos M1, que por sua vez possuem
capacidade microbicida ou tumoricida aumentada e secretam altos niveis de citocinas
pré-inflamatoérias, em casos de aumento excessivo desses macrofagos, pode implicar
na inducdo de doencas inflamatérias crbnicas, caso esse desequilibrio ocorra na
direcdo oposta, pode promover imunossupressédo (POLLARD, 2009, MOSSER e
EDWARDS, 2008). Dessa forma, o estudo dos macrofagos continua a ter um potencial
para revelar novas abordagens para a manipulacéo da resposta imune e o tratamento

de doencas complexas.

2.5 CELULAS SUPRESSORAS DERIVADAS DE MIELOIDE (MDSCs)

As células supressoras derivadas de mieloide (MDSCs) sdo uma populacdo
heterogénea de células patologicamente ativadas com potente atividade
imunossupressora. Elas desempenham um papel fundamental na regulacdo das

respostas imunes em diversas condicfes patoldgicas, como cancer, infeccdes
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cronicas, sepse e doencas autoimunes, também estdo envolvidas na modulacéo das
respostas imunes em infeccbes bacterianas e parasitarias. Além disso, as MDSCs
também estdo presentes em contextos fisiolégicos, como durante a gravidez e nas
primeiras semanas de vida (GABRILOVICH et al., 2009; VEGLIA et al., 2021). No
microambiente tumoral, as MDSCs tém sido cada vez mais reconhecidas por seu
importante papel na imunidade antitumoral, acumulando-se em praticamente todos o0s
pacientes com cancer (OSTRAND-ROSENBERG; FENSELAU, 2018).

As MDSCs se originam de células progenitoras mieloides na medula 6ssea que
ndo completam os estagios finais de diferenciacdo. Elas sdo caracterizadas pela
expressao de marcadores especificos na superficie celular e pela sua capacidade de
suprimir a resposta imunoldgica. As células-tronco hematopoiéticas da medula éssea
se diferenciam em células progenitoras mieloides comuns, em seguida, essas células
se diferenciam em células mieloides imaturas (IMCs), que em individuos saudaveis,
rapidamente se diferenciam em granulécitos maduros, macréfagos ou células
dendriticas (DCs). No entanto, em condi¢cdes patoldgicas, essas células mieloides
imaturas sofrem uma ativagéo, sendo denominadas MDSCs (MOTALLEBNEZHAD et
al., 2016). As MDSCs em camundongos sao identificadas pela coexpresséo de CD11b
e GR1. As moléculas GR1, que sdo expressas na superficie dessas células, possuem
duas isoformas, LY6G e LY6C. Com base nessas isoformas, as MDSCs de
camundongos séo classificadas em dois grupos: as MDSCs monociticas (M-MDSCs),
com o fenétipo CD11b*/Ly6G/Ly6CM e MDSCs granulociticas ou polimorfonucleares
(PMN-MDSCs) caracterizadas pelo fenoétipo CD11b*/Ly6G"/Ly6C'"°. Funcionalmente,
as MDSCs de camundongos séo diferenciadas com base em sua capacidade de
suprimir outras células do sistema imune (BRONTE et al., 2016). A atividade
supressora das MDSCs granulociticas € mediada principalmente pela producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que sao produzidas apds a ativacdo do
transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3) e NADPH. Nas MDSCs
monociticas, a ativacdo da via STAT1 aumenta a expresséao induzivel de 6xido nitrico
sintase (INOS) e na producdo de oOxido nitrico (NO). As proporcbes desses dois
subtipos podem variar de acordo com o tipo de tumor e o estagio de progresséo da
doenca (GABRILOVICH, 2017) (Figura 3).

No microambiente tumoral, as células tumorais reprogramam seu metabolismo
para atender a alta demanda de energia, promovendo assim a sobrevivéncia,

diferenciacdo e rapida proliferacdo. As MDSCs, de acordo com esse ambiente,
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respondem selecionando as vias metabodlicas mais eficientes para sustentar suas
funcdes pro-tumorigénicas e supressoras (BADER et al., 2020). As MDSCs se
acumulam em grande numero em camundongos portadores de tumor, em
praticamente todos os modelos experimentais testados (GABRILOVICH, 2007).
Estudos destacam a participacdo das MDSCs em varios tipos de cancer, incluindo
pulm&o, mama, cabeca e pescoco, sendo o seu crescimento fortemente associado a
funcdo supressora dessas células (SCHLECKER et al., 2012; YOUN et al., 2013;
SOLITO et al., 2014; HOSSAIN et al., 2015; MESSMER et al., 2015; KUMAR et al.,
2016).
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Figura 3- Origem das células MDSC. Fonte: Motallebnezhad, et al., 2016.

O recrutamento e a expansdo de MDSCs nos sitios tumorais primarios e
metastaticos sdo regulados por uma combinacdo de fatores derivados do tumor,
secretados pelo microambiente tumoral e células cancerigenas, em um processo que
evolui e se desenvolve sucessivamente. Esses fatores podem ser categorizados como
sinais de trafego, usados por células cancerosas para induzir a expansao e 0
recrutamento de MDSCs para os tumores, e sinais de ativacdo de MDSCs, secretados
pelo estroma tumoral e pelas células T (LAW, A. M, 2020). Durante a metastase, as
populacbes de MDSCs sao recrutadas nos pulmdes pré-metastaticos em

camundongos com carcinoma mamario através dos quimioatraentes CXCL1, CXCL2,
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CXCL5 e S100A8/9. Acredita-se que as MDSCs chegam inicialmente para criar um
nicho pré-metastatico, condicionando oOrgaos distais para disseminacdo tumoral
(CONDAMINE, 2015). As MDSCs favorecem a invasao tumoral ao criar um
microambiente imunotolerante e inflamatério, regulando negativamente o IFNy,
aumentando citocinas inflamatorias e promovendo remodelacao da matriz extracelular
e da vasculatura, com participacdo de metaloproteinase 9 (MMP9) (YAN, 2010).
Considerando que as MDSCs sao um dos principais fatores imunossupressores no
cancer e em outras condic¢des patologicas, elas constituem alvos promissores para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

Sendo assim, o projeto visa contribuir para 0 avanco do conhecimento cientifico
ao investigar como as células imunes, incluindo macréfagos e seu metabolismo
lipidico e as MDSCs, modulam a resposta imune em descendentes de mées
esquistossométicas frente ao Carcinoma de Ehrlich. Espera-se que os resultados
contribuam para o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas e ampliem a

compreensao sobre a interacdo entre resposta imunes e microambiente tumoral.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar em camundongos descendentes adultos gerados e/ou amamentados
por méaes infectadas pelo S. mansoni, em comparacdo com descendentes de méaes
nao infectadas, a frequéncia de macréfagos classicamente (M1) e alternativamente
ativados (M2), associados ao metabolismo lipidico e a frequéncia de células
supressoras derivadas de mieloides (MDSCs), ap6s a implantacdo tumoral do

Carcinoma de Ehrlich.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar em camundongos descendentes adultos nascidos e/ou
amamentados em maes esquistossomoticas versus descendentes nascidos e

amamentados em maes nao infectadas, portadores do Carcinoma de Ehrlich ascitico:

e O crescimento tumoral, avaliado pelo peso corporal dos camundongos.

¢ A frequéncia de macrofagos M1 (CD16/CD32+/NOS-2+) e M2 (CD206+).

e O perfil lipidico dos macrofagos M1 (CD16/CD32+/NOS-2+) e M2 (CD206+) por
meio da marcacdo com BODIPY e BODIPY C16.

e A frequéncia de células supressoras derivadas de mieloides (MDSCs),
(CD11b+ Ly6G Ly6C+).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO DE ESTUDO

Realizou-se um estudo experimental e intervencionista, onde um grupo de
camundongos fémeas Swiss Webster sofreu a intervencdo (infecgdo com
Schistosoma mansoni) enquanto outro grupo nao foi infectado. As fémeas foram
acasaladas e ap0s o0 nascimento, alguns animais tiveram as maes trocadas, para
formacdo dos grupos experimentais e posteriormente sofreram uma nova intervencgao
ao serem submetidos a implantacdo tumoral com Carcinoma de Ehrlich ascitico. A
randomizacdo ndo foi necessdria, ja que 0S grupos mantiveram caracteristicas
semelhantes entre si, como idade, mesma linhagem (Swiss Webster) e criacdo nas
mesmas condi¢cdes alimentares. Devido ao processo utilizado, qualquer diferenca

existente entre os grupos foi atribuida a intervencao materna e a implantacéo tumoral.

4.2LOCAL DE ESTUDO

As etapas do estudo relacionadas a obtencdo dos animais, infeccao,
acasalamento, manutencédo das maes infectadas e dos filhotes, foram realizadas no
Biotério do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (IAM/FIOCRUZ). Posteriormente,
todos os procedimentos laboratoriais foram realizados nas dependéncias do Setor de
Imunologia do Instituto de Imunopatologia Keizo Asami (iLIKA-UFPE). As analises por
citometria de fluxo foram realizadas no Nucleo de Integracdo Tecnolégica (NIT) do
IAM/FIOCRUZ.

4.3CONSIDERACOES ETICAS

Todos os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (N° 188/2023) do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes da Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ) e
encontram-se de acordo com as resolugdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) (ANEXO A).
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4.4 ANIMAIS

Foram utilizados 20 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster, com 4
semanas de idade para infeccdo com S. mansoni e 15 animais ndo infectados foram
utilizadas como controle. Dezoito camundongos machos da mesma espécie foram
utilizados para o acasalamento. Os animais foram fornecidos pelo biotério do
IAM/FIOCRUZ. Sendo mantidos no Biotério Experimental do Instituto Aggeu
Magalhdes/ Fundacdo Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ - Pernambuco, Brasil), sob
condi¢cBes padronizadas de temperatura (+23°C) e luminosidade (12 horas de claro e
12 horas de escuro), recebendo agua e alimentacdo ad libitum, com dieta padrédo

comercial (Nuvilab, Curitiba, PR).

4.5 INFECCAO, SINCRONIZACAO DO ESTRO E ACASALAMENTO

Foram utilizados 35 camundongos fémeas da linhagem Swiss Webster com 4
semanas de idade. Destas, 20 fémeas foram submetidas a administracdo de uma
mistura de relaxante muscular e anestésicos, e infectadas por via percutanea com 20
cercarias de S. mansoni, obtidas pela espécie Biomphalaria glabrata, criados em
laboratorio e infectados por miracidios da cepa BH (Belo Horizonte). Apos 45 dias de
infeccdo, os camundongos fémeas foram expostos individualmente para obtencao do
material fecal. Foram confeccionadas 3 laminas parasitoldgicas por camundongo pelo
método de Kato-Katz para determinacdo da infeccdo. Com 60 dias apés a infeccao,
houve sincronizagdo do estro pelo método “Efeito Whitten”, onde as fémeas foram
expostas ao macho e odor da urina, promovendo a liberacdo de gonadotrofina e
ativando de forma sincronizada o ciclo ovariano. As fémeas foram acasaladas, sendo
um macho para cada 2 fémeas (1:2). Paralelamente, para formacgao do grupo controle,
outras 15 fémeas nao infectadas também tiveram seu estro sincronizado e

acasalaram.

4.6 FORMACAO DOS GRUPOS DE ESTUDO
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Logo apés o nascimento, foi realizada a amamentacéo adotiva durante 21 dias,
na qual os filhotes de alguns grupos tiveram suas maes trocadas. Dessa forma, foram
formados os seguintes grupos experimentais (n=7): Filhotes nascidos em maées
infectadas amamentados em maes nédo infectadas (Ml), filhotes nascidos de mées nao
infectadas amamentados em méaes infectadas (Al), filhotes nascidos e amamentados
em maes infectadas (MIAI) e filhotes nascidos e amamentados em maes nao

infectadas (CONTROLE). Conforme procedimento ilustrado na figura 4.
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Fonte: Autora, 2025

Figura 4: Infeccdo, parasitologico, acasalamento, nascimento dos descendentes e formacdo dos
grupos de estudo.

4.7 IMPLANTACAO TUMORAL

As células tumorais de Carcinoma de Ehrlich foram obtidas de animais com a
forma ascitica do tumor, que foram fornecidos pelo Laboratério de Cancerologia
Experimental do Departamento de Antibidticos (Responsavel: Prof.2 Dr2 lvone Antbnia
Souza). A inoculacdo foi realizada pela via intraperitoneal, injetando-se 5x10°

células/animal em 2,5 ml de solugéo salina 0,85% e antibidtico (Garamicina).



31

4.8 PESAGEM DOS ANIMAIS E COLETA DE LiQUIDO ASCITICO

No dia 0 e no 10° dia apods a implantagdo das células tumorais, 0s animais
foram submetidos a pesagem. No 10° dia ap6s a inoculacdo das células tumorais (70
dias de vida), os animais dos diferentes grupos de estudo (Ml, Al, MIAl e CONTROLE)
foram eutanasiados e submetidos a coleta de liquido ascitico. Com o auxilio de uma
seringa de 5 ml foi coletado todo o liquido ascitico da cavidade abdominal do
camundongo. Para contagem das células presentes, o teste de viabilidade foi
realizado com o auxilio de camara de Neubauer e Azul de Trypan a 10% (90ul de Azul
de Trypan a 10% + 10ul de suspenséo de células). As células tumorais presentes no
liguido ascitico foram posteriormente marcadas e analisadas por citometria de fluxo

para avaliacdo das diferentes populagdes celulares. Conforme ilustrado na figura 5.

Implantacao tumoral do
Carcinoma de Ehrlich
(Descendentes)

Amamentacdo Implantagao tumoral Dez dias ap6s a implantagao
. l g tumoral: eutanasia, coleta do
> == (DIAS) —_—> liquido ascitico, citometria de fluxo
1

para imunofenotipagem e analise
estatistica.

Peso dos animais (apés implantagao tumoral)

l !

0 10

(DIAS)

Fonte: Autora, 2025.

Figura 5: Procedimentos experimentais com os descendentes apés implantagao tumoral.

4.9 ENSAIO DE CITOMETRIA DE FLUXO PARA IMUNOFENOTIPAGEM

As células obtidas dos tumores foram caracterizadas utilizando anticorpos
especificos para citometria de fluxo. Realizou-se a marcacéo celular com anticorpos
de superficie para Macréfagos (anti-CD16/CD32 PE, anti-NOS2 APC). Ap6s a adicdo
do marcador CD16/32, as amostras foram incubadas por 30 minutos no escuro a 4°C.

Em seguida, adicionou-se 1 ml de PBS + SBF 2%, e as amostras foram centrifugadas
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a 1500 rpm por 5 min. O sobrenadante foi aspirado e desprezado. Posteriormente,
adicionou-se o 150 pL de Cytofix, seguido de incubacdo por 30 min no escuro a
temperatura ambiente. As amostras foram lavadas duas vezes com 1lml de Perm
Wash, e contrifugadas com 5 min em 1500 rpm. Em seguida, foi adicionado 100 pl de
Perm Wash e colocado 0,5 pl do anticorpo NOS2, com incubacao por 30 min no escuro
a temperatura ambiente. Ap6és uma nova lavagem com 1ml de Perm Wash e
centrifugacdo por 5 min, o sobrenadante foi desprezado e as células foram
ressuspendidas em 100 pl de PBS + SBF 2%. As amostras foram mantidas sob
refrigeracdo até o momento da leitura. Para marcacdo dos macrofagos M2 (anti-
CD206 APC) utilizou-se o mesmo protocolo previamente descrito conforme as
especificidades do fenoétipo. Foram utilizadas sondas lipofilicas, BODIPY™ 493/503
(FITC) e BODIPY® FL C16 (FITC) (ThermoFisher), para a marcacao de lipidios.
Foram inseridos os anticorpos para marcacao das células supressoras derivadas de
mieloides, (anticorpos anti-CD11b FITC e anticorpos anti-Ly6G Ly6C PE). Os eventos
5.000 para macréfagos foram adquiridos e analisados. As células foram inicialmente
analisadas quanto ao tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC) e as células mortas
foram dispensadas. A frequéncia das células positivas foi analisada utilizando-se o
software FlowJo (v.10,8 Camarilo, CA).

4.10 CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS

4.10.1 VARIAVEIS INDEPENDENTES

A gestacao e/ou amamentacdo de descendentes de mées esquistossomoticas
foi definida como a variavel independente neste estudo. As fémeas da linhagem Swiss
Webster foram divididas em dois grupos: o grupo experimental, onde as fémeas foram
infectadas com S. mansoni e mantidas até a obtencao de descendentes nascidos e/ou
amamentados por maes infectadas, e o grupo controle, composto por fémeas nao

infectadas, com seus descendentes também néo expostos a infeccéo.
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4.10.2 VARIAVEIS DEPENDENTES

As variaveis dependentes deste estudo incluem a frequéncia de células
positivas para os marcadores CD16/CD32, CD206, NOS2 e CD11b/Ly6G Ly6C,
avaliadas nas células tumorais. Além disso, considerou-se o peso corporal dos
camundongos, descendentes de maes infectadas ou ndo por S. mansoni, apos a

implantacdo do Carcinoma de Ehrlich ascitico.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados usando o teste de Shapiro-Wilk para determinar
se a distribuicdo dos dados segue a normalidade. Para o peso corpéreo, foi realizado o
teste ANOVA seguido do teste de Tukey. Para os parametros avaliados por citometria de
fluxo, foi utilizado analise de variancia (ANOVA) para dados paramétricos, seguida
pela comparacdo mdltipla segundo o método de Tukey. Para os dados nao
paramétricos foi utilizado o método de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de
comparacao multipla de Dunn. O programa utilizado para a obtencdo dos calculos
estatisticos foi o GraphPad Prism 8.0.2 (GraphPad Software®, San Diego, CA, USA)

e foram considerados significativos valores de p< 0.05.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal de camundongos descendentes de mées infectadas e néo

infectadas apo6s implantacdo tumoral

Os camundongos dos grupos experimentais foram submetidos a pesagem nos
dias 0 e 10 apd6s a implantacéo tumoral. A analise dos dados demonstrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa no peso corporal dos animais entre 0s
grupos experimentais Al, Ml e MIAI quando comparados com o grupo Controle.
Contudo, foi possivel observar que o grupo Al parece apresentar menor aumento de

peso corpdreo entre 0s grupos experimentais (Figura 6).
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Figura 6 — Peso corpéreo dos camundongos adultos Swiss webster amamentados em mées
infectadas (Al), nascidos de méaes infectadas (MI), nascidos e amamentados em méaes
infectadas (MIAI) e nascidos e amamentados em maes néo infectadas (CONTROLE), quando
submetidos a administragdo do Carcinoma de Ehrlich (5x10° células/animal). Os animais
foram pesados no dia 0 e 10 depois da implantagéo tumoral. Os resultados séo representados
pela média + desvio padréo para cinco animais/grupo * p < 0.05 comparado com 0 grupo
CONTROLE.

5.2 Avaliacdo dos macréfagos classicamente (M1) e alternativamente

ativados (M2) em descendentes adultos

No que se refere a frequéncia de macréfagos classicamente ativados,
caracterizados pela expressao dos marcadores CD16/CD32+/NOS2+, nos resultados

obtidos ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre o0s
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grupos experimentais avaliados Al, Ml e MIAI em comparag¢do ao grupo Controle
(Figura 7 A) (Al= 93%, MI= 85%, MIAI= 89%, CONTROLE= 89%). Em relacdo a
marcacao para células CD206+, os grupos MI e MIAI ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas quando comparados ao grupo Controle, diferentemente
do grupo Al, ao qual a porcentagem dessas células foi significativamente menor (Al =
2,8%, MI = 3,8%, MIAI = 3,4% e Controle = 3,8%) (Figura 7B).
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Figura 7 — Frequéncia de células CD16/CD32+NOS2+ (A) e CD206+ (B) em ascite de Ehrlich
(ex vivo); Células retiradas do liquido ascitico, expressando a frequéncia da marcagdo com
anticorpos CD16/CD32+ (PE), NOS2+ (APC), (esquerda A) e CD206+ (APC) (direita B) de
camundongos adultos amamentados em maes infectadas (Al), hascidos de maes infectadas
(M), nascidos e amamentados em maes infectadas (MIAI) e nascidos e amamentados em
maes néo infectadas (CONTROLE), portadores do carcinoma de Ehrlich. Os resultados
representam a média da frequéncia da marcacao das células tumorais + erro padrdo para
cinco animais/grupo *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE.

5.3 Avaliacdo dos macrofagos do tipo M1 com acumulo lipidico em células

tumorais

Os resultados demonstraram que a porcentagem de células marcadas com
CD16/CD32+ NOS2+ associadas ao Bodipy apresentou diferenca significativa nos
grupos Al, Ml e MIAI em relacdo ao Controle, sendo essa diminuicdo mais acentuada
no grupo Ml (Figura 8 A) (Al= 6%, MI= 0,6%, MIAI= 3,4%, CONTROLE= 11%).
Enquanto, a porcentagem de células CD16/CD32+ NOS2+ associada ao Bodipy C16
nos grupos Al, Ml e MIAI, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa
guando comparados ao grupo Controle (Figura 8 B) (Al= 98%, MI= 98%, MIAI= 99%,
CONTROLE= 99%).
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Figuras 8 — Células retiradas do liquido ascitico, expressando a frequéncia da marcagdo com
anticorpos CD16/CD32+ (PE), NOS2+ (APC), Bodipy (FITC) (esquerda A) e marcagdo com
anticorpos CD16/CD32+ (PE), NOS2+ (APC), Bodipy C16 (FITC) (direita B) de camundongos
adultos amamentados em maes infectadas (Al), nascidos de mées infectadas (Ml), nascidos
e amamentados em maées infectadas (MIAI) e nascidos e amamentados em maes nao
infectadas (CONTROLE), portadores do Carcinoma de Ehrlich. Os resultados representam a
média da frequéncia da tripla marcacdo das células tumorais * erro padrdo para cinco
animais/grupo *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE. **p<0,05 comparado ao grupo
MI.

5.4 Avaliacdo dos macrofagos do tipo M2 com acumulo lipidico em células

tumorais

Os resultados demonstraram que, a porcentagem de células marcadas com
CD206+ associadas ao Bodipy, nédo possui diferenca significativa nos grupos Al e Ml
gquando comparados ao grupo Controle, no entanto, observa-se um aumento
significativo no grupo dos descendentes nascidos e amamentados em maes
infectadas (MIAI) (Figura 9 A) (Al=0,5%, MI= 0,4%, MIAI= 6,7%, CONTROLE= 1,1%).
Na porcentagem de células marcadas com CD206+ associadas ao Bodipy C16, ndo
houve diferenca significativa dos grupos Al, Ml e MIAI quando foram comparados ao
grupo Controle (Figura 9 B) (Al= 83%, MI=92%, MIAI= 96%, CONTROLE= 90%).
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Figuras 9 — Células retiradas do liquido ascitico, expressando a frequéncia da marcacédo com
anticorpos CD206+ (APC) Bodipy (FITC) (A) e CD206+ (APC) Bodipy C16 (FITC) (B), de
camundongos adultos amamentados em maes infectadas (Al), nascidos de mées infectadas
(MI), nascidos e amamentados em mées infectadas (MIAI) e nascidos e amamentados em
maes ndo infectadas (CONTROLE), portadores do Carcinoma de Ehrlich. Os resultados
representam a meédia da frequéncia da dupla marcacdo das células tumorais + erro padrao
para cinco animais/grupo *p<0,05 comparado com o grupo CONTROLE.

5.5Andalise da frequéncia de MDSCs nos descendentes submetidos a

implantacao tumoral

Os resultados apresentados demonstraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos experimentais Al, Ml, e MIAI em relacéo
a frequéncia das células CD11b+Ly6G Ly6C+ no liquido ascitico, em comparacao ao
grupo Controle (Figura 10) (Al= 86,3%, MI= 75,6%, MIAI= 81,6%, CONTROLE=
81,7%).
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Figura 10 — Frequéncia de células MDSCs (CD11b+ Ly6G Ly6C+) em ascite de Ehrlich. (ex
vivo) de camundongos adultos previamente amamentados (Al), nascidos (MI), ou nascidos e
amamentados (MIAI) em maes infectados com S. mansoni, nascidos e amamentados em
maes nao infectadas (CONTROLE). Os resultados representam a média da frequéncia da
dupla marcacdo das células tumorais + erro padrdo para cinco animais/grupo *p<0,05
comparado com o grupo CONTROLE.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a influéncia da gestacdo e amamentacao por maes
infectadas por S. mansoni em camundongos descendentes, com Carcinoma de
Ehrlich, avaliando parametros imunolégicos e metabolicos. Houve menor ganho de
peso dos animais, apenas no grupo Al. Nestes animais, houve menor frequéncia de
macréfagos M2, acompanhado de menor frequéncia de macréfagos M1 contendo
lipideos neutros. Embora a gestacdo nao tenha alterado o peso corpéreo dos
descendentes, diminuiu drasticamente macrofagos M1 contendo lipideos neutros,
mas sem alterar a frequéncia de macrofagos M2. A gestacdo, seguida de
amamentacao, também levou a diminuicdo dos macréfagos M1 contendo lipideos
neutros, porém com aumento de M2 contendo lipideos neutros. Estes dados sugerem
gue 0 mecanismo para a protecao (menor ganho de peso) ligado a menor inducédo de
M1 com lipideos neutros (pro-inflamatorios) requer também diminui¢cdo de macrofagos
M2 (supressivo), como observado nos animais amamentados por méaes
esquistossomoticas.

O ganho de peso no modelo ascitico de Ehrlich esta relacionado ndo apenas
ao desenvolvimento do tumor, mas também a retencéo de fluido ascitico, uma vez que
o tumor de Ehrlich desencadeia uma reacdo inflamatéria local, que aumenta a
permeabilidade vascular, resultando em edema intenso, migracao celular e formacao
progressiva de fluido ascitico (FECCHIO et al., 1990). Esse fluido é fundamental para
o crescimento do tumor, pois constitui uma fonte nutricional direta para as células
tumorais (GUPTA et al., 2004). Nesse contexto, a reducdo de M1 Bodipy pode ter
levado a uma menor liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, e consequentemente a
diminuicdo da permeabilidade endotelial que favorece a formacdo da ascite. O
microambiente tumoral é rico em macrofagos ativados alternativamente (M2) que tém
sido associados a angiogénese e ao crescimento tumoral (CARAS et al., 2011). Neste
estudo, camundongos expostos a infeccdo materna exclusivamente durante a
amamentacao apresentaram menor frequéncia de macrofagos CD206+. De fato, o
leite materno possui efeito dicotdmico, com potencial tolerogénico ou estimulador
(FIELD, 2005; BLEWETT et al., 2008). Assim, é possivel que a amamentacao por
maes esquistossomoticas culmine em uma melhora da resposta imune frente as
células tumorais nos descendentes. Demonstrando que a amamentacéo exerce papel

imunomodulador importante na manutencao da ativacao alternativa dos macrofagos
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no microambiente tumoral (CAl et al., 2024). Entdo, a menor frequéncia de M2, células
tipicamente associadas a secrecéo de IL-10, TGF-B e VEGF (GENTILE et al., 2015)
sugere uma diminuicdo da imunossupressdo e do suporte metabdlico ao tumor
(BASAK et al., 2023). Esses mecanismos podem, em conjunto com diminuicdo de M2,
ter contribuido para o menor ganho de peso e protecao observados no grupo Al.

Nossos achados revelam que a exposicdo pré-natal e/ou a amamentacao por
maes infectadas ou ndo por S. mansoni ndo exerceu influéncia relevante sobre a
ativagdo classica dos macréfagos no microambiente tumoral, mantendo seu papel na
resposta imune antitumoral. Os macréfagos M1 desempenham funcao crucial nesse
contexto, por meio da producéo de citocinas pré-inflamatérias, espécies reativas de
oxigénio e 6xido nitrico (KASHFI; KANNIKAL; NATH, 2021). Estudos demonstram que
a reprogramacédo de macrofagos para o fenotipo M1 in vitro pode inibir o crescimento
tumoral e prolongar a sobrevida dos camundongos portadores de Carcinoma de
Ehrlich ascitico (KALISH et al., 2015). No entanto, quando esses macréfagos foram
avaliados quanto ao armazenamento de lipideos neutros, observou-se reducdo de
células nos grupos expostos a infeccdo materna nos grupos Al, Ml e MIAI. Essa
diminuicdo sugere comprometimento da capacidade metabdlica dessas células, uma
vez que os macrofagos M1 metabolicamente ativos dependem de reprogramacéo
lipidica para manter a produgcé@o de mediadores inflamatorios (BATISTA-GONZALEZ
et al., 2020; VASSILIOU; FARIAS-PEREIRA, 2023). Embora no modelo ascitico de
Ehrlich, essa reducdo indique menor ativacdo pro-inflamatdria e menor suporte
metabdlico ao tumor, resultando em efeito protetor, este fato ndo foi observado nestes
descendentes, indicando o requerimento de outro mecanismo protetor, entre eles a
diminuicdo de M2. Quanto a captacdo de &cidos graxos, verificou-se que a ativacao
lipidica permaneceu estavel entre os diferentes grupos experimentais, demonstrando
gue a capacidade de absorcéo de lipidios pelos macréfagos se mantém preservada.
Isso é relevante, uma vez que o metabolismo lipidico ndo atua apenas como uma via
de abastecimento energético, mas também como um regulador funcional de
processos imunologicos essenciais dos macréfagos (YAN; HORNG, 2020;
VASSILIOU; FARIAS-PEREIRA, 2023).

A exposicdo materna combinada a infeccdo por S. mansoni durante gestacéo
e amamentacao parece impactar o metabolismo lipidico dos macréfagos M2 (CD2067)
no microambiente tumoral, favorecendo um acumulo de lipidios neutros sem alteragcéo

significativa na captacéo de acidos graxos. Esse perfil esta associado a fungdes anti-
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inflamatorias e pro-tumorais, como a supressao da resposta imune e promocao da
angiogénese (WANG et al., 2024). Esta condicdo sugere que o metabolismo
intracelular desses macrofagos pode estar direcionado ao armazenamento em
goticulas lipidicas, possivelmente em decorréncia da ativacdo de receptores de
transporte como o CD36 ou de proteinas ligadoras de &cidos graxos (FABPS),
descritos como reguladores do metabolismo lipidico em células do sistema imune
(WEI et al., 2025; PASCUAL; BENITAH, 2024). Em modelos de cancer de prostata,
demonstrou-se que macroéfagos infiltrados com acumulo lipidico apresentam aumento
na expressao de CD206, CD36 e PD-L1, refletindo um perfil funcional adaptado ao
microambiente tumoral (MASETTI et al., 2021). Dessa forma, o acumulo lipidico em
macrofagos M2 esté diretamente associado a um fenétipo imunossupressor, capaz de
favorecer a evasdo imune, a angiogénese e o crescimento tumoral (MARELLI et al.,
2022).

Estudos indicam que células supressoras derivadas de mieloides podem ser
moduladas por infec¢ges helminticas, influenciando a resposta imune do hospedeiro
(STEVENSON; VALANPARAMBIL; TAM, 2022). Essas células representam uma
populacdo imatura e heterogénea de células do sistema imune inato, amplamente
descritas por seu papel imunossupressor no contexto tumoral (Qi et al., 2024). No
presente estudo, fatores relacionados a infeccdo materna durante a gestagdo ou a
amamentacao nao foram suficientes para alterar significativamente a frequéncia das
MDSCs na prole. A manutencao de frequéncia semelhante dessas células sugere que
o microambiente tumoral ndo sofreu aumento da supressdo imune mediada por
MDSCs, a qual poderia favorecer ainda mais a progresséo tumoral. Esse equilibrio
imunolégico € fundamental, pois o aumento de MDSCs tem sido associado a
promocado do crescimento tumoral e a resisténcia a terapias imunologicas (LI et al.,
2021).

Entdo, os dados sugerem que a infeccdo por S. mansoni ndo alterou a
frequéncia de MDSCs na prole, mas modula o metabolismo lipidico dos macréfagos
M1 e M2, influenciando suas fun¢des antitumoral e imunossupressora. Evidenciando
a importancia da programacao imunometabdlica materna no microambiente tumoral e
contribuindo para compreensao de mecanismos de regulacao imune, podendo auxiliar

futuras estratégias de modulacéo terapéutica em cancer.
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CONCLUSAO

A infeccdo materna por S. mansoni ndo exerceu efeito marcante sobre a
progressdo do Carcinoma de Ehrlich na prole, exceto nos descendentes

previamente amamentados, que apresentaram menor ganho de peso.

A infeccdo materna por S. mansoni néo alterou significativamente a ativacao
dos macrofagos M1, embora tenha reduzido seu acumulo lipidico, o que pode
limitar o suporte metabdlico e inflamatério ao tumor, representando um efeito

protetor no microambiente tumoral.

A amamentacdo por maes esquistossomaéticas resultou em menor populacéo
de macréfagos M2, promovendo um microambiente tumoral menos favoravel

ao crescimento do tumor.

A gestacdo combinada a amamentacdo em maes infectadas por S. mansoni
favorece um perfil lipidico pro-tumoral em macréfagos M2, associado a

imunossupressao.

A infeccdo materna por S. mansoni durante gestacdo ou amamentagcdo nao
alterou significativamente a frequéncia de MDSCs na prole, mantendo a
regulacdo imunossupressora do microambiente tumoral. Assim, a progressao

do tumor ocorreu independentemente de efeitos maternos sobre essas células.
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