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Resumo

As vesiculas extracelulares (EVs) compreendem um grupo heterogéneo de vesiculas limitadas por
membrana carregadas com contetdo proteico, lipidico e por &cidos nucléicos, sendo responsaveis por
parte da comunicacdo celular. As células B-1 constituem um subtipo de linfdcitos que produzem
anticorpos naturais e grandes quantidades de IL-10. Contra o microsporidio Encephalitozoon cuniculi,
a presenca de células B-1 ou de fagdcitos derivados de B-1 modulou o perfil de macréfagos para M1,
com maior atividade microbicida e as células B-1 apresentavam muitas EVs, indicativo de que a
comunicagdo entre as células poderia ser mediada pelas mesmas. Assim, 0 objetivo da presente
investigacdo foi caracterizar ultraestruturalmente as EVs liberadas por celulas B-1 infectadas pelo E.
cuniculi. Paratal, células B-1 foram obtidas de lavados peritoneais de camundongos Balb/c, enriquecidas
em coluna magnéticas e infectadas (EVs Infected) ou ndo (EVs Uninfected) com E. cuniculi. As EVs e
as células foram analisadas em relacdo ao tamanho, concentracdo, morfologia em microscopia eletronica
de transmisséo e varredura. E. cuniculi determinou maior quantidade e diversidade de EVs produzidas
por células B-1. As culturas mostraram células B-1, assim como B-1 cell-derivade phagocytes (B-1
CDP). Clusters de exossomos, também nomeados de vesiculas intraluminais (ILVs), estavam envolvidos
por uma membrana em continuidade a membrana plasmatica das células B-1 caracterizavam as EVs
conhecidas como carga multivesicular (MVC). O diametro médio das ILVs contidos pelos MVC foi de
68,5 £ 17,42 nm. Os migrassomos corresponderam aos clusters de exossomos localizados em projecéo
da membrana citoplasmatica. Os ectossomos tinham origem por brotamentos da membrana plasmatica.
Os resultados permitiram demonstrar que as células B-1 produzem EVs de natureza diversificada
incluindo exossomos, cargas multivesiculares e migrassomos, com expressivo aumento de produgéo

causado pela infecgdo com E. cuniculi.

Palavras-Chave: Células B-1, Exossomos, Ectossomos, carga multivesicular, migrassomos.



Title: Ultrastructural aspects of extracellular vesicles produced by B-1 cells infected with E.

cuniculi

Abstract

Extracellular vesicles (EVs) comprise a heterogeneous group of membrane-bound vesicles loaded with
protein, lipid, and nucleic acid content, and are responsible for part of cell communication. B-1 cells are
a subtype of lymphocytes that produce natural antibodies and large amounts of IL-10. Against the
microsporidian Encephalitozoon cuniculi, the presence of B-1 cells or B-1-derived phagocytes
modulated the macrophage profile for M1, with greater microbicidal activity and B-1 cells had many
EVs, indicating that communication between cells cells could be mediated by them. Thus, the objective
of the present investigation was to ultrastructurally characterize the EVs released by B-1 cells infected
by E. cuniculi. For this purpose, B-1 cells were obtained from peritoneal washings of Balb/c mice,
enriched in a magnetic column and infected (EVs Infected) or not (EVs Uninfected) with E. cuniculi.
EVs and cells were analyzed for size, concentration, morphology in transmission and scanning electron
microscopy. E. cuniculi determined greater quantity and diversity of EVs produced by B-1 cells.
Cultures showed B-1 cells as well as B-1 cell-derived phagocytes (B-1 CDP). Clusters of exosomes,
also called intraluminal vesicles (ILVs), were surrounded by a membrane in continuity with the
plasmatic membrane of B-1 cells, characterizing the EVs known as multivesicular cargo (MVC). The
average diameter of the ILVs contained by the MVC was 68.5 + 17.42 nm. Migrasomes corresponded
to clusters of exosomes located in projection of the cytoplasmic membrane. Ectosomes originated by
buds from the plasma membrane. The results allowed demonstrating that B-1 cells produce EVs of
diverse nature including exosomes, multivesicular cargo and migrasomes, with a significant increase in

production caused by infection with E. cuniculi.

Key words: B-1 cell, Exosomes, Ectosomes, Multivesicular Cargo, Migrasomes.



1. INTRODUCAO

As vesiculas extracelulares (EVSs) representam uma familia heterogénea de estruturas vesiculares
revestidas por membrana, geralmente com tamanhos nanométricos e derivadas de praticamente todos os
tipos de células (Riazifar et al., 2017). Séo classificadas pelo tamanho e pela biogénese em trés classes:
(a) exossomos; (b) ectossomas ou microvesiculas descamadas, e (c) corpos apoptéticos. Os exossomos
tém origem endocitica e diametros varidveis entre 30 e 100 nm. Os ectossomas (também conhecidos
como microvesiculas) tém diametros entre 100 e 1000 nm e se formam por brotamento direto da
membrana plasmatica. Os corpos apoptdticos (50 nm-2 um) sao liberados por células que sofrem morte
celular programada por formacéo de bolhas na membrana celular apoptética.

Em uma variedade de condicgdes fisiologicas ou patoldgicas, as EVs podem ser sintetizadas e
secretadas por diferentes tipos de células e sdo amplamente distribuidas em quase todos os fluidos
corporais. Especialmente em doencas inflamatdrias, as células secretoras liberam mais EVs para regular
a imunidade e o metabolismo do corpo, contudo tais mecanismos de producao, liberacdo e atuacao tem
sido melhor reportados nos ultimos anos. Uma vez que as EVs fazem parte da forma de comunicacgéo
entre as células, o contetdo das mesmas tem sido explorado. Dentre as substancias que transmitem
informacdes em EVs, os microRNAs (miRNAS) sdo os mais amplamente estudados ja que podem afetar
0 microambiente imunolégico do corpo, afetando o fenétipo dos macréfagos. Entretanto, também podem
carrear receptores, lipidios bioativos e proteinas. Por outro lado, as células receptoras podem absorver
EVs de varias maneiras: a) pela fusdo direta da membrana; b) endocitose; ¢) fagocitose e micropinocitose
(Zhou et al., 2021). Em particular, a fusdo e endocitose possuem importante papel na transmissdo de
informagdes, e a fagocitose esta envolvida principalmente no metabolismo de substancias (Wang et al.,
2019).

Em doencas infecciosas, estudos demonstraram que patdgenos como virus e prions podem
explorar exossomos para transferir algumas moléculas derivadas de patdgenos para células hospedeiras
e causar evasdo imune e disseminacdo de virus (Pegtel et al, 2011; Schorey et al., 2015; Martin-Jaular

et al., 2011). Além disso, as células infectadas por patdgenos, ou 0os proprios patdgenos, liberam



microvesiculas ou exossomos que podem fornecer antigenos as APCs e modular as respostas imunes
inata e adaptativa (Wu et al., 2019). As células dendriticas produzem exossomos constitutivamente e
com papel na ativacdo da resposta imune inata, particularmente de células NK, para aumentar sua
atividade citotoxica (Munichet al., 2012). Nas doencas parasitarias, as EVS surgiram como um
mecanismo onipresente para mediar a comunicacao durante as interacGes hospedeiro-parasita, através
da transferéncia de fatores de viruléncia e de moléculas efetoras de parasitas para hospedeiros, regulacédo
da expressdo génica do hospedeiro e das suas respostas imunes e, consequentemente, mediacdo no
processo patogénico, portanto, trata-se de assunto relevante para a compreensao da relacdo parasita-
hospedeiro (Wu et al., 2019).

Encephalitozoon cuniculi pertence ao filo Microsporidia, um grupo diverso de fungos parasitas
intracelulares obrigatorios, desprovidos de mitocondrias e que sdo responsaveis por infeccdes
oportunistas, embora também estejam associados a infec¢fes em hospedeiros imunocompetentes (Han,
Weiss, 2017; Han et al., 2021; Seatamanoch et al., 2022). Esses patdgenos formam esporos, 0s quais
possuem tamanho variando entre 1 a 12 um, parede espessa e com um tabulo polar espiralado,
responsavel pela infeccao celular, uma caracteristica unica desse filo (Wadi, Reinke, 2020). Cerca de 16
espécies de microsporidios foram descritas em mamiferos associadas a infeccBes intestinais e/ou
sistémicas, sendo 0s aspectos patogénicos variaveis de acordo com a espécie envolvida e a qualidade da
resposta imune do hospedeiro (Han, Weiss, 2017; Han et al., 2020; Han et al., 2021).

As respostas inata e adaptativa sdo responsaveis pela imunidade contra esses patdgenos,
particularmente envolvendo as células T citotdxicas, que destroem as células infectadas por E. cuniculi
(Moretto, Khan, 2022). Entretanto, as respostas associadas as células imunes inatas ainda precisam ser
melhor exploradas, nesse contexto se encaixa o papel das células B-1. Encontradas especialmente nas
cavidades mesoteliais (peritoneal e pleural), as células B-1 representam a maioria (até 80%) das células
B (Hiéronimus et al., 2023; Baungarth, 2017). As diversas funcGes atribuidas a esse grupo de células
incluem: a) secrecdo esponténea de anticorpos naturais, como IgM e IgA; b) producdo de moléculas
imunomoduladoras, em especial IL-10, e outras como adenosina, fator estimulador de coldnia de

granulécito-macrofago (GM-CSF), IL-13 e IL-35; c) fagocitose e apresentagdo antigénica, como



fagocitos profissionais ou B-1 cell-derivade phagocytes (B-1CDP) (Hiéronimus et al., 2023; Baungarth,
2017; Popi et al., 2012; Popi et al., 2016). Foi anteriormente demonstrada menor resisténcia a
encefalitozoonose em camundongos Xid deficientes em células B-1, enquanto que na presenca de células
B-1, nos camundongos Balb/c, foi observada menor carga parasitaria, aumento da populacdo de
macrofagos e da citocina IFN-y associado a encefalitozoonose mais branda (da Costa et al., 2017). In
vitro, nosso grupo identificou predominio de macréfagos com perfil M1 e de citocinas proinflamatérias
na presenca de células B-1 houve e, na auséncia das mesmas, 0os macrofagos peritoneais mostraram perfil
M2, com atraso na atividade microbicida e menor morte celular (Pereira et al., 2019). Pela anélise
ultraestrutural, que as células B-1 potencialmente exibiam vesiculas extracelulares (EVs), fato que
motivou a presente investigacdo com objetivo de caracterizar ultraestruturalmente as EVs liberadas por

células B-1 peritoneais infectadas pelo E. cuniculi.

2. METODOS
2.1 Cultura de Encephalitozoon cuniculi

Os esporos de E. cuniculi foram cultivados em células RK-13 (Rabbit Kidney) mantidas em meio
RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e neomicina (20 mg/mL) (R10), incubadas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO». Os esporos obtidos dos sobrenadantes foram armazenados a 4°C, purificados

em gradiente de Percoll e mantidos em R10.

2.2 Comité de Etica
Os procedimentos foram realizados com a anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Paulista, de acordo com a diretiva do CONCEA - Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal, sob protocolo nimero 35022907109.

2.3 Camundongos



Os camundongos isogénicos specific pathogen free (SPF) das linhagens Balb/c com 8 a 12
semanas de idade, de ambos géneros, obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
da Universidade Federal de Sdo Paulo (Cedeme/UNIFESP), foram mantidos durante o periodo
experimental no Laboratorio de Experimentacdo Animal da Universidade Paulista, em microisoladores
com capacidade para cinco animais, em cada gaiola, com controle de luminosidade em ciclo claro/escuro
de 12/12 horas, temperatura de 21°C, umidade relativa do ar de 45 a 55% e ventilagdo. Os animais

receberam ad libitum racdo peletizada irradiada e agua esterilizada por autoclavagem.

2.4 Obtencao e enriquecimento de células B-1

Camundongos foram submetidos ao aprofundamento anestésico com sevofluorano até a
completa parada cardiorrespiratoria. A seguir, foram imersos em alcool e colocados no fluxo laminar
para a realizacdo do lavado peritoneal. Apos dissecacdo da pele, cerca de 10 a 14 mL de tampédo Macs
foram introduzidos no abdome e aspirados com seringa e agulha hipodérmica. O lavado foi centrifugado
a 2000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o sedimento foi analisado em camara de
Neubauer para contagem das células. Para a purificacdo, as células foram incubadas por 30 minutos com
anticorpos anti-CD16/CD32 e depois incubados 1 hora com anticorpos anti-CD23 ligados a microbeads
e lentamente passadas em colunas magnéticas (e Brito et al., 2007). Nessa primeira passagem, células
com marcadores CD23 (linfécitos B-2 convencionais) ficaram aderidas ao magneto e descartadas, o
fluido resultante foi utilizado para a proxima etapa. A seguir, as células foram incubadas por 1 hora com
anticorpos anti-CD19 ligados a microbeads e lentamente passadas em colunas magnéticas. O fluido foi
descartado e a coluna foi lavada para a liberagcdo das células CD19* ou células B-1 aderidas a coluna
magnética. As células B-1 (CD19* CD23") enriquecidas foram marcadas com os anticorpos monoclonais
anti-CD11b e anti-lgM-A, para analise do grau de pureza pela citometria de fluxo no citbmetro Acuri

A6. A concentracdo de células B-1 obtida pela purificacdo em colunas magnéticas foi de 88,2%.

2.5 Infeccdo in vitro de células B-1 para obtenc¢do das vesiculas
As células B-1 obtidas foram cultivadas em placas com 24 pogos na concentragio de 1x10° células

por poco, com a adigdo de esporos de E. cuniculi na proporcio de 2:1 (2x10° esporos por pogo) e
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mantidos por 24h (Fig. 1). Apds da coleta dos sobrenadantes das celulas infectadas e ndo infectadas
(controle) as amostras foram submetidas a diferentes etapas de centrifugacéo, (1) centrifugacdo de 500
g por 10 minutos para retiradas de células e parasitas; (2) depois o sobrenadante de foi centrifugado a
1.500 g por 10 minutos; (3) o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos para a remogao
de células e debris celulares; (4) e entdo foi centrifugado a 100.000 g por 1 hora e 30 minutos e o pellet
contendo as vesiculas foi ressuspendido em PBS e novamente centrifugado a 100.000 g por 1 hora e 30
minutos (Ultracentrifuga Sorvall® RC 90 — rotor T-1250). Ao final o pellet contendo as vesiculas

extracelulares foi ressuspendido em PBS 1x filtrado e armazenado a 4°C até sua utilizacéo.

OO
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Figura 1. Delineamento experimental para analise morfologica de EVs produzidas por células B-1
enriquecidas e infectadas com E. cuniculi ou ndo. A coleta de células B-1 foi feita a partir de lavados
peritoneais de camundongos Balb/c e o enriquecimento foi realizado em colunas magnéticas. Entdo, as
células B-1 enriquecidas foram infectadas (EVs Infected) ou ndo (EVs Uninfected) com E. cuniculi (MOI
2:1) por 3 horas. As EVs isoladas foram analisadas (tamanho, concentracdo) e as culturas de B-1
enriquecidas e desafiadas foram analisadas morfologicamente pela microscopia eletrénica de

transmisséao e varredura.

2.6 Determinacdo da concentracao e tamanho das vesiculas extracelulares

As vesiculas extracelulares purificadas a partir de células B-1 foram diluidas 50 vezes em PBS
(1x) filtrado e analisadas no equipamento Nanosight (NS300 Malvern™) para determinar a concentragéo
e o tamanho das particulas. Foram realizadas cinco capturas com um minuto de duracdo (20 frames por
segundo), sob uma temperatura de 25°C, com equipamento do Laboratorio de Nefrologia, Departamento

de Medicina, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de Sdo Paulo. Foi utilizado o periodo



de infeccdo das células B-1 de 3h. Também foram coletadas EVs de células B-1 sem infeccédo

(Uninfected — controle).

2.7 Avaliacao ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissao (MET) e de varredura
(MEV) das células B-1 e de suas EVs

As células B-1 enriquecidas foram cultivadas em placas com 6 pogos em RPMI com 10% de
foro fetal bovino livres de EVs por uma hora. Apos esse periodo, metade foi infectada com E. cuniculi
(MOI 2:1) e outra metade néo foi desafiada. Apds 3 horas de incubacdo, as células foram liberadas dos
pocos e fixadas em glutaraldeido a 2% em tampéo cacodilato 0,2 M (pH 7,2) a 4°C durante 10 h, pds-
fixados em OsO4 a 1% tamponado durante 2 h e, em seguida, ficaram durante a noite em acetato de
uranila 5% a 4°C. Apo6s desidratacdo em etanol com oxido de propileno, foram embebidas em resina
Epon. Os cortes ultrafinos serdo duplamente corados com acetato de uranila aquoso e citrato de chumbo
e observados no microscopio eletrénico de transmissdo ZEISS EM 109 operado a 80 kV (projeto
FAPESP 18070806074 - pelo Instituto Butantan). A MEV foi realizada a partir das células B-1
cultivadas em laminulas, seguindo o mesmo protocolo de infec¢do indicado para MET. Apos a
incubacdo, as células aderidas as laminulas foram fixadas em solucdo de Karnowsky (glutaraldeido a
5%, parafomloldeido a 4% em tampéo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 por 2 horas), lavada 3 vezes
em tampéo cacodilato de sodio 0,1M pH 7,2, pds-fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, com posterior
adicdo de Poli-I-lisina a 0,1% sobre laminulas para evitar o descolamento das células. Apés desidratacdo
em série crescente de etanol, os materiais desidratados foram secos utilizando o método de ponto critico
e, posteriormente, recobertos com uma fina camada de ouro. Os fragmentos foram analisados em alto

vacuo no microscopio eletrénico de varredura - MEV (marca FEI, modelo Quanta 250).

3. RESULTADOS
A producdo de EVs por células B-1 infectadas (EVs Infected) ou ndo (EVs Uninfected) por

esporos de E. cuniculi foi mensurada por rastreamento de nanoparticulas (Fig. 2A, B), sendo
9



identificadas maiores quantidades de EVs produzidas e maior diversidade de tamanho apds a infecgédo
(Fig. 2B). A concentragdo obtida de EVs Infected foi de 367x10’ particulas por mL, enquanto que para
EVs Uninfected, a concentragio obtida foi de 152x10 particulas por mL. Houve grande variagio nos
tamanhos das EVs produzidas pelas células B-1 infectadas, entre 48 e 494 nm, porém com tamanho
médio foi de 241,2 £ 23,5 nm. Para as EVs produzidas pelas células B-1 os tamanhos foram de 100 a
319 nm com media de 150,5 £ 40,9 nm, demonstrando variacdo muito menor (Fig. 2A, B). A anélise

ultraestrutural demonstrou a presenca de EVs de morfologia distintas (Fig. 2C-F).
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Figura 2. Quantificacdo e identificacdo de EVs liberadas por células B-1. A) Discriminacdo do
tamanho e da quantidade de EVs produzidas por células B-1 ndo infectada pelo rastreamento de
nanoparticulas (NTA) por NanoSight; B) Discriminacdo do tamanho e da quantidade de EVs produzidas
por células B-1 infectada pelo rastreamento de nanoparticulas (NTA) por NanoSigh; C)
Ultramicrografias eletrénica de varredura de células B-1 infectada pelo E. cuniculi. Notar projecdes da
membrana citoplasmatica e a EVs de tamanhos variados na membrana celular (em destaque e nas setas).
D) Ultramicrografia eletronica de transmissdo de células B-1 infectada pelo E. cuniculi demonstrando
presenca de corpo multivesicular like ou migrassomo (em destaque) e presenca de EVSs livres na forma
de ectossomos (ec). E) Ultramicrografias eletrdnica de transmissao de exossomas (ex) livres liberados a
partir de um cargo multivesicular de células B-1 infectada pelo E. cuniculi. F) Ultramicrografias
eletronica de varredura de B-1 desafiada pelo E. cuniculi apresentando muitas projecdes da membrana
citoplasmatica e uma EV na membrana celular (em destaque).
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A analise ultraestrutural das culturas ndo infectadas revelou padrdo morfoldgico de células B-1
predominante, as quais exibiam nucleo lobado, com cromatina densa e pontes da membrana nuclear
unindo os lI6bulos, reticulo endoplasmatico bem desenvolvido e com poucas mitocéndrias no citoplasma
mais escasso (Fig. 3A). Entretanto, nas culturas de células B-1 infectadas, foi mais frequente a presenca
de células B-1 com padrdo de fagocito ou B-1 CDP (Fig. 3B), apresentando muitas projecoes
citoplasmaticas e cromatina nuclear menos densa. Também pode ser observada a atividade fagocitica
dessas células, nas quais o nacleo ficava posicionado lateralmente e, no citoplasma, grandes vacuolos
fagociticos podem ser observados com esporos de E. cuniculi (e) ou com residuos liticos no seu interior

(Fig. 3C, D).

2 ym

Figura 3. Ultramicrografias eletrénica de transmissao (A, B, C) e de varredura (D) de células B-1
e fagécitos derivados de B-1 (B-1 CDP) provenientes de células aderentes peritoneais de
camundongos Balb/c. A) Células B-1 ndo infectada pelo E. cuniculi, apresentando nucleo lobulado,
cromatina densa e poucas mitocéndrias; B) B-1 CDP, nucleo mais arredondado e cromatina menos
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densa. Notar a liberacdo de ectossomos (seta) e no detalhe exossomos; C) B-1 CDP com nucleo
lateralizado e citoplasma expandido, com vacuolos fagociticos e esporos em degeneracao; D) Célula B-
1 com muitas projecdes citoplasmaticas dispersas pela membrana e em direcdo ao esporo de E. cuniculi
(e) localizado na lateral esquerda da célula.

As EVs produzidas pelas células B-1 e pela B-1 CDP mostraram grande diversidade estrutural,
tanto na condicdo infectada como na néo infectada, achados que corroboram a capacidade inata de
producdo de EVs pelas células B-1 (Fig. 4A). Pela microscopia eletronica de transmissdo, exossomos
foram observados em clusters e envolvidos por uma membrana em continuidade a membrana plasmatica
das células B-1, com caracteristicas semelhantes a carga multivesicular (MVC — multivesicular cargo)
(Fig. 4B). A semelhanga do que é descrito em corpos multivesiculares (MVB- multivesicular bodies), o
interior dos MVC é repleto de vesiculas intraluminais (ILVS) e, somente ao serem liberadas no meio
extracelular, recebem a denominacdo de exossomos (Fig. 4B). Os exossomos possuem baixa
electrondensidade e, por essa razdo, ndo foram facilmente identificados pela MET no meio extracelular.
O diametro médio das ILVs (exossomos) contidos pelos MVC foi de 68,5 + 17,42 nm (média + DP, n =
20), com didmetro minimo de 44 nm e maximo de 92 nm. Foi frequente a observacdo de clusters de
exossomos, com caracteristicas semelhantes MVC, porém com localizacdo caracteristica de
migrassomos, no final de uma projecdo da membrana citoplasmatica, os quais também podem ser
chamados de MVB-like ou migrassomos, como mencionado (Fig. 4C).

Outro tipo particular de EVs muito observado nesse estudo foram os ectossomos, 0s quais se
formavam a partir de brotamentos da membrana plasmatica das células B-1 ou B-1 CDPs, com aspecto
ultraestrutural mais electrondenso e com tamanhos bem variados (Fig. 4D). Especialmente foram
identificados quando duas células estavam bem préximas, hipoteticamente indicando uma forma de
comunicagéo entre elas.

De forma intrigante, EVs foram identificados junto a projecdes da membrana celular, nesse as
membranas do EVs e do pseuddpode estavam preservadas e individualizadas, portanto, distintamente
dos migrassomos (Fig. 4E, F). As analises ultraestruturais sugerem que as projecdes celulares se
direcionam para estabelecer contato com os EVs de forma a permitir a transferéncia de contetdo (Fig.

4E, F).
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Figura 4. Ultramicrografias eletrénica de transmissao e de varredura dos tipos de EVs observados
em ceélulas B-1 e fagdcitos derivados de B-1 (B-1 CDP) infectados com E. cuniculi. A)
Ultramicrografias eletrénica de varredura de células B-1 com EVs projetadas a partir da membrana
celular. B) Ultramicrografias eletronica de transmissdo de MVC junto a membrana celular contendo
muitas vesiculas intraluminais (detalhe). C) Ultramicrografias eletrénica de transmissdo migrassomo,
contendo vesiculas intraluminais (detalhe). D) Ultramicrografias eletrénica de transmissdo de
ectossomos liberados entre duas células B-1 CDP, notar no inserto que apresentam maior
electrondensidade e tamanhos diversos. E-F) Ultramicrografias eletronica de transmissdo (E) de
varredura (F) de células B-1 conectada & EVs por meio de projecéo citoplasmatica.

4. DISCUSSAO
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No presente estudo n6s demonstramos que a infeccdo por E. cuniculi determinou aumento da
producdo de EVs por células B-1, com marcada diversidade no tamanho das mesmas, corroborando as
observac0es feitas quanto a producédo de EVs por células B-1 desafiadas com Leishmania amazonensis
(Toledo et al., 2020). Os autores descreveram a producdo de EVs por células B-1 na auséncia ou na
presenca do patdgeno, assim como as observacfes aqui destacadas. Todos os tipos de células imunes
que participam da inflamacgé@o podem secretar EVs (van Niel et al., 2022), que por sua vez tém multiplos
papéis nos processos inflamatdrios, portanto, esses achados reforcam a participacdo de células B-1
atraves de EVs como via de comunicacdo com outras células do sistema imunoldgico.

Desde que foram reconhecidas, as EVs demonstram grande heterogeneidade biofisica,
bioquimica e funcional (Buzas, 2023). Dentro do espectro dimensional estdo as microvesiculas e MVB
(Tkach, Théry, 2016), as microparticulas, os ectossomos (Meldolesi, 2018), a MVB-like ou
migrossomos (Ma et al., 2015), a MVC (Fertig et al., 2014) e aglomerados EV semelhantes a MVB
(MVB EVs) (Valcz et al., 2019) e, possivelmente, outros tipos poderdo ser incluidos nessa lista a medida
que novos estudos sejam realizados. Nossos resultados descrevem pela primeira vez a diversidade
ultraestrutural entre as EVs produzidas pelas células B-1 e corroboram o amplo espectro de estruturas
morfoldgicas contidas no escopo das EVs.

No presente estudo, pela analise de MET e MEV, nossos achados indicam que exossomos ou
ILVs sdo liberadas a partir de MVB-like ou de MVC. Exossomos sdo pequenas EVs de origem
endossomal, aglomeradas em MVBs e liberadas por exocitose (Buzas, 2023). Embora com
caracteristicas morfolégicas lembrem os MVBs, 0s clusters de exossomos observados em células B-1
ndo foram vistos no citoplasma celular e, tampouco eram liberados por exocitose. Nés identificamos
MVB-like como clusters de exossomos observados em projecdes ou psedépodes da membrana celular,
com formato arredondado e circundados por membrana, caracteristicos de migrassomos. Esse tipo de
EVs geralmente é vinculado ao processo de divisdo celular, pelos quais sdo secretados produtos
remanescentes (van Niel et al., 2022). Dada a conhecida capacidade das EVs de se ligarem a moléculas
da matriz extracelular, também é concebivel que as EVs secretadas por células inflamatdrias em

migracdo, criem potencialmente gradientes quimiotaticos secundarios estaveis (‘trilhas’) na matriz para
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outras células realizarem a migracdo (Sung et al., 2021). Talvez essa seja hipoteticamente uma
explicacdo para a presenca de migrassomos associados as células B-1, uma vez a capacidade migratéria
de células B-1 para sitios inflamados foi descrita em varias situacfes (Noal et al., 2016).

Por sua vez, o0s MVCs mostravam-se como clusters de exossomos, que aparentemente se
aglomeravam em pontos da membrana celular, empurravam a membrana produzindo uma projecéo
vesicular arredondada ou eliptica. Também foram vistos MVCs livres no meio extracelular. As
caracteristicas ultraestruturais aqui referidas também ja foram identificadas em telécitos (Fertig et al.,
2014) e em celulas de carcinoma coloretal (Valcz et al., 2019). Adicionalmente, 0 mecanismo de
biogénese de MV C proposto por Fertig et al., (2014) em telécitos, os aglomerados de exossomos incham
a membrana plasmatica e sdo gradualmente envelopados por ela e se separam da célula-mée apos a
ruptura da membrana externa, permitindo a liberacdo de numerosas EVs no espacgo extracelular. Em
contraste com os ectossomas individuais, no entanto, os MVCs podem representar um método mais
eficiente de dispersdo de sinais biolégicos para vérias células-alvo, pois um unico MVC pode fornecer
até 500 EVs (Fertig et al., 2014). Assim, poderia ser um mecanismo muito eficaz de dispersao de sinais
envolvendo as células B-1 em relacdo as demais células do sistema imune.

Os ectossomos, gerados por brotamento da membrana plasmatica, incluem EVs de tamanho
pequeno, microvesiculas de tamanho médio e corpos apoptéticos de tamanho maior (Buzas, 2023). No
presente estudo, a analise ultraestrutural corroborou a biogénese dessas EVs, sendo observados
ectossomos formando-se a partir da membrana celular, com tamanhos variados. Recentemente foi
descrito que EVs de células B classica podem transferir BCR funcional para outras células B receptoras
e os sinais extracelulares recebidos pela célula receptora podem alterar sua sensibilidade ao mesmo ou
a diferentes estimulos, o que pode afetar o desenvolvimento ou a ativacéo das celulas B (Phan et al.,
2021). Como sugerem nossos resultados, a liberacdo de ectossomos entre células proximas pode ser
uma forma de comunicacao e sinaliza¢do importante nas culturas de células B-1, porém esses fendmenos
deverdo ser melhor explorados.

Todos os tipos de celulas imunes que participam da inflamac&o podem secretar EVs, que por sua

vez tém mdaltiplos papéis nos processos inflamatorios. As EVs carregam mediadores lipidicos bioativos
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derivados do &cido araquidonico, como o0s eicosandides e as enzimas envolvidas em sua producgéo, que
podem ter efeitos quimiotaticos (Buzas, 2023). Da mesma forma que as citocinas, as EVs sdo
transportadoras onipresentes de mensagens intercelulares e podem funcionar como mediadores
imunoldgicos intercelulares, com funcbes pleiotropicas, redundantes, sinérgicas ou antagénicas.
Podemos entdo concluir que as células B-1 produzem EVs de natureza diversificada incluindo
ex0ssomos, cargas multivesiculares e migrassomos, com expressivo aumento de producdo causado pela
infeccdo com E. cuniculi. Esses resultados abrem caminhos para pesquisas que busquem a identificacédo

dos conteudos dos diferentes tipos de EVs e suas func¢bes no direcionamento da resposta imune.
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Resumo

As células B1 sdo células B inatas que possuem caracteristicas dos sistemas imunoldgicos adaptativo e
inato. Residem principalmente na cavidade peritoneal, sdo autorenovaveis e fornecem a primeira linha
de defesa contra patdgenos. Foi demonstrada a associacdo entre a auséncia de células B-1 e aumento de
macrofagos com perfil M2 infectados com E. cuniculi, um microsporidio oportunista e intracelular
obrigatorio. A presenca de células B-1 ou de fagdcitos derivados de B-1 determinou perfil M1 e,
aparentemente, as células B-1 apresentavam vesiculas extracelulares (EVs), indicativo de que a
comunicacdo entre as células poderia ser mediada pelas mesmas. O presente trabalho teve como objetivo
avaliar as EVs produzidas por células B-1 sobre o perfil e a viabilidade de macréfagos desafiados com
E. cuniculi. Para tal, células B-1 foram obtidas de lavados peritoneais de camundongos Balb/c,
purificacdo em coluna magnéticas, as células foram infectadas (EVs Infected) ou ndo (EVs Uninfected)
com E. cuniculi. As EVs e as células foram analisadas em relacdo ao tamanho e concentracdo em 3
tempos de infeccdo com E. cuniculi, 3, 12 e 24h, sendo adotado o intervalo de 3h. Macrdéfagos
diferenciados da medula 6ssea ou de células peritoneais aderentes de camundongos foram tratados com
EVs (Uninfected ou Infected) e depois desafiados com E. cuniculi. Procedeu-se um segundo protocolo
com o desafio com E. cuniculi anterior ao tratamento com as EVs. Apds os tratamentos, 0s macréfagos
foram avaliados quanto aos fendtipos M1/M2, viabilidade e producéo de citocinas (TNF-a, INF-y, MCP-
1, IL-6, IL-12, IL-10). Macrdfagos diferenciados de medula dssea tratado previamente com EVs de
celulas B-1 ndo-infectadas tinham perfil M1, em destaque apds o desafio com E. cuniculi, maior
viabilidade e menor apoptose, sem a producado significativa de citocinas. Os macrofagos peritoneais
aderentes tratados com EVs antes do desafio com o patégeno tinham perfil M1, com aumento de TNF-
a, MCP-1, IL-6, maior apoptose e menor viabilidade, porém, o tratamento com EVs apds a infeccéo
resultou em aumento do perfil M2, com presenca de citocinas pro- e antiinflamatérias TNF-a, MCP-1,
IL-6 e IL-10 e menor viabilidade. Assim, conclui-se que as EVs, produzidas por células B-1 infectadas
com E. cuniculi ou ndo, modulam o fenotipo de macréfagos naive de medula dssea para o perfil M1 e

macrofagos peritoneais aderentes para perfil misto, M1 e M2, mediante o desafio com E. cuniculi.

Palavras-Chave: Células B-1, Exossomos, Macrofago, Microsporidia, Vesiculas Extracelulares.
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Title: Extracellular vesicles B-1 cells modulated the profile of macrophages challenged with

Encephalitozoon cuniculi

Abstract

B1 cells are innate B cells that have characteristics of both the adaptive and innate immune systems.
They reside primarily in the peritoneal cavity, are self-renewing and provide the first line of defense
against pathogens. The association between the absence of B-1 cells and the increase of macrophages
with an M2 profile infected with E. cuniculi, an opportunistic and obligate intracellular microsporidian,
has been demonstrated. The presence of B-1 cells or B-1-derived phagocytes determined the M1 profile
and, apparently, B-1 cells had extracellular vesicles (EVs), indicating that communication between cells
could be mediated by them. The present work aimed to evaluate the EVs produced by B-1 cells on the
profile and viability of macrophages challenged with E. cuniculi. For this purpose, B-1 cells were
obtained from peritoneal washings of Balb/c mice, purification on magnetic columns and infection (EVs
Infected) or not (EVs Uninfected) with E. cuniculi. EVs were analyzed (size and concentration).
Differentiated macrophages from bone marrow or adherent peritoneal cells of mice were treated with
EVs (Uninfected or Infected) and then challenged with E. cuniculi. A second protocol was carried out
with the challenge with E. cuniculi prior to the treatment with the EVs. After treatments, macrophages
were evaluated for M1/M2 phenotypes, viability and cytokine production (TNF-a, INF-y, MCP-1, IL-6,
IL-12, IL-10). Differentiated macrophages from bone marrow previously treated with EVs from non-
infected B-1 cells had an M1 profile, highlighted after challenge with E. cuniculi, higher viability and
lower apoptosis, without significant cytokine production. Adherent peritoneal macrophages treated with
EVs before challenge with the pathogen had an M1 profile, with an increase in TNF-o, MCP-1, IL-6,
greater apoptosis and lower viability; however, treatment with EVs after infection resulted in an increase
of the M2 profile, with the presence of pro- and anti-inflammatory cytokines TNF-a, MCP-1, IL-6 and
IL-10 and lower viability. Thus, it is concluded that B-1 cells infected with E. cuniculi produced EVs of
diverse nature including exosomes and ectosomes, which modulate the phenotype of naive bone marrow
macrophages for the M1 profile and adherent peritoneal macrophages for the mixed profile, M1 and M2,

through the challenge with E. cuniculi.

Key words: B-1 cell, Exosomes, Macrophage, Microsporidia, Extracellular vesicles.
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1. INTRODUCAO

Os microsporidios sdo fungos atipicos, unicelulares, intracelulares obrigatorios e constituem o
filo Microsporidia (Han, Weiss, 2017). Esses patdgenos ubiquos na natureza, infectam vertebrados e
invertebrados, sendo 16 espécies descritas em mamiferos, como animais domésticos de producéo
(bovinos, caprinos, ovinos, suinos, bubalinos, equinos e lagomorfos), animais de companhia (caninos e
felinos), animais de laboratorio (camundongos e ratos) e animais selvagens (Han, et al., 2020; Magalhées
et al., 2022). Como patdgenos oportunistas, acometem pacientes imunossuprimidos pelo HIV, por
neoplasias ou por doencas autoimunes, assim como pelo uso de anticorpos imunomoduladores ou
terapéutica contra a rejeicdo de transplantes, porém tem sido relatado em criangas, idosos e pessoas
imunocompetentes (Seatamanoch et al., 2022). Encephalitozoon cuniculi foi o primeiro microsporidio
cultivado in vitro e tem sido considerado padrdo para os estudos de microsporidiose. Os microsporidios
estdo entre os agentes intracelulares mais eficientes e desenvolvidos para o parasitismo, e, para interagir
com as células hospedeiras, esses patdgenos utilizam proteinas efetoras que sdo capazes de manipular e
sequestrar diretamente as vias metabdlicas do hospedeiro (van Ooij et al., 2008). Por exemplo, as
hexoquinases de microsporidios sdo secretadas para fosforilar a glicose do hospedeiro, que € entdo
absorvida pelo parasita (Tamin et al., 2020).

A imunidade dos vertebrados contra 0s microsporidios envolve as respostas imunes inata e
adaptativa (Han et al., 2020; Aseeja et al., 2021). Macrofagos infectados com microsporidios liberam
citocinas e estimulam células dendriticas produtoras de IFN-y e IL-12 (Sak et al., 2017). Essas, por sua
vez, estimulam os linfécitos T citotoxicos, que destroem as células infectadas por E. cuniculi (Texier et
al., 2010; Gosh, Weiss, 2012; Moretto, Khan, 2022). A dindmica da implementagéo de respostas imunes
inatas durante a infecgdo por microsporidios € um fator determinante para o destino do parasito e tem
sido melhor explorada (Smith, Baumgarth, 2019). Nesse contexto, pode-se incluir as células B-1, como
elemento da resposta imune inata. Essas células possuem efeitos imunomoduladores diferentes sobre as

demais células do sistema imunoldgico em modelos de infeccdo e inflamacéo e, estudos indicam, que
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constituem componente chave para a resposta imune inata contra patdégenos, por meio da producdo de
varias moléculas imunomoduladoras, como IL-10, adenosina, fator estimulador de col6nia de
granulécito-macrofago (GM-CSF), IL-13 e IL-35, além de se diferenciar em fagocitos (B-1 CDP) que
passam a expressar F4/80 em sua membrana e demonstram capacidade fagocitica (Aziz et al., 2015;
Baumgarth, 2017; Popi et al., 2004; Popi et al., 2012; Popi et al., 2016; Martin, Kearney, 2001).

Anteriormente, nosso grupo demonstrou que a deficiéncia de células B-1 em camundongos Xid
foi associada a menor resisténcia a encefalitozoonose (da Costa et al., 2017). Em contrapartida, a
presenca de células B-1 em camundongos Balb/c contribuiu com uma encefalitozoonose mais branda
com menor carga parasitaria e sintomas, aumento da populacdo de macréfagos e de IFN-y. Ao realizar
a infeccdo por via oral, foi observado que a transferéncia adotiva de células B-1 para camundongos Xid
aumentou a populacéo de linfécitos T CD8 e a producao de citocinas inflamatorias (Langanke dos Santos
et al., 2018). In vitro, na presenca de células B-1 houve predominio de macrofagos com perfil M1 e de
citocinas proinflamatorias e, na auséncia de células B-1, os macrofagos peritoneais mostraram perfil
M2, com atraso na atividade microbicida e menor morte celular (Pereira et al., 2019). Os autores
demonstraram, pela analise ultraestrutural, que as células B-1 potencialmente liberam vesiculas
extracelulares (EVs), fato que motivou a presente investigacao.

A comunicacdo célula-célula é fundamental para manter a homeostase corporal e a resposta
rapida e adequada aos danos celulares e a invasdo por patdgenos. As EVs sao produzidas por todas as
células de mamiferos e podem ser amplamente divididas em trés categorias principais: a) exossomos, de
origem endossomal, variam seu diametro de ~40 a 160 nm; b) ectossomos, que inclui microvesiculas,
microparticulas e grandes vesiculas de ~ 50 nm a 1 um de diametro, sendo vesiculas se desprendem da
superficie da membrana plasmatica por meio de brotamento externo; ¢) corpos apoptéticos, variando de
50 nm a 5 um de didmetro, sdo formados durante a formacdo de bolhas na membrana plasmatica na
apoptose (Buzas, 2023). Exossomos liberados de células infectadas com Mycoplasma induzem uma
resposta mista de citocinas, incluindo a producdo de IFN-y e IL-10 a partir de células B, porém com
atividade inibitdria para células T (Yang et al., 2012). As EVs podem carrear antigenos processados,

moléculas MHC de classe | e 11 ou ainda moléculas coestimuladoras, mediando a ativacéo de células T
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(Schorey, Harding, 2016). Foi demonstrado tambem que EVs liberadas por macréfagos infectados por
T. gondii determinaram a producdo de TNF-a ¢ outras citocinas proinflamatorias por macrofagos nao
infectados (Bhatnagar et al., 2007). A infeccédo pelo protozoario Cryptosporidium parvum determinou a
liberacdo de EVs por células epiteliais intestinais e de vias biliares, contendo peptideos antimicrobianos
de células epiteliais, cuja producdo aumentou mediante estimulo de TLR4 (Hu et al., 2013). A EVs
liberadas por células B-1 infectadas por promastigotas de L. amazonensis, diminuem a les@o e a carga
parasitaria dos animais desafiados com o protozoario (Arcanjo et al. 2017, Toledo et al., 2020). O
objetivo do presente estudo foi caracterizar as EVs liberadas por células B-1 peritoneais e seus efeitos

imunomoduladores de macrofagos de diferentes origens desafiados pelo E. cuniculi.

2. METODOS

2.1 Cultura de Encephalitozoon cuniculi

Os esporos de E. cuniculi foram cultivados em células RK-13 (Rabbit Kidney) mantidas em meio
RPMI suplementado com soro fetal bovino a 10% e neomicina (20 mg/mL) (R10), incubadas a 37°C em
atmosfera com 5% de CO». Os esporos obtidos dos sobrenadantes foram armazenados a 4°C, purificados

em gradiente de Percoll e mantidos em R10.

2.2 Comité de Etica
Os procedimentos foram realizados com a anuéncia do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Paulista, de acordo com a diretiva do CONCEA - Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal, sob protocolo nimero 3502290719.

2.3 Camundongos

Os camundongos isogénicos specific pathogen free (SPF) das linhagens Balb/c com 8 a 12
semanas de idade, de ambos géneros, obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais
da Universidade Federal de Sdo Paulo (Cedeme/UNIFESP), foram mantidos durante o periodo

experimental no Laboratorio de Experimentacdo Animal da Universidade Paulista, em microisoladores
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com capacidade para cinco animais, em cada gaiola, com controle de luminosidade em ciclo claro/escuro
de 12/12 horas, temperatura de 21°C, umidade relativa do ar de 45 a 55% e ventilacdo. Os animais

receberam ad libitum racdo peletizada irradiada e agua esterilizada por autoclavagem.

2.4 Obtencao e enriquecimento de células B-1

Camundongos foram submetidos ao aprofundamento anestésico com sevofluorano até a
completa parada cardiorrespiratoria. A seguir, foram imersos em alcool e colocados no fluxo laminar
para a realizacédo do lavado peritoneal. Apos dissecacdo da pele, cerca de 10 a 14 mL de tampédo Macs
foram introduzidos no abdome e aspirados com seringa e agulha hipodérmica. O lavado foi centrifugado
a 2000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante desprezado e o sedimento foi analisado em camara de
Neubauer para contagem das células. Para a purificacdo, as células foram incubadas por 30 minutos com
anticorpos anti-CD16/CD32, e depois foram incubados por 1 hora com anticorpos anti-CD23 em
microbeads e lentamente passadas em colunas magnéticas (e Brito et al., 2007). Nessa primeira
passagem, células com marcadores CD23 (linfécitos B-2 convencionais) ficaram aderidas ao magneto e
descartadas, o fluido resultante foi utilizado para a proxima etapa. A seguir, as células foram incubadas
por 1 hora com anticorpos anti-CD19 em microbeads e lentamente passadas em colunas magnéticas. O
fluido foi descartado e a coluna foi lavada para a liberagdo das células CD19* ou células B-1 aderidas a
coluna magnética. As células B-1 (CD19" CD23") enriquecidas foram marcadas com os anticorpos
monoclonais anti-CD11b e anti-lgM-A, para analise do grau de pureza pela citometria de fluxo no
citbmetro Acuri A6. A concentracdo de células B-1 obtida pela purificagdo em colunas magnéticas foi

de 88,7% (Fig. 1).
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Figura 1. Células B-1 obtidas de lavado peritoneal de camundongos Balb/c foram enriquecidas usando
anticorpo anti-CD23 (selecdo negativa) e anticorpo anti-CD19 (selecdo positiva) conjugados a
microbeads magneéticas. Dot plots indicando estratégia de gates para analise da purificacdo de células B-
1 obtidas.

2.5 Infeccdo in vitro de células B-1 para obtenc¢do das vesiculas

As células B-1 obtidas foram cultivadas em placas com 24 pogos na concentracdo de 1x10° células
por poco, com a adi¢do de esporos de E. cuniculi na proporgdo de 2:1 (2x10° esporos por pogo) e
mantidos por 24h (Fig. 2A). Apds da coleta dos sobrenadantes das células infectadas e ndo infectadas
(controle) as amostras foram submetidas a diferentes etapas de centrifugacéo, (1) centrifugacéo de 500
g por 10 minutos para retiradas de células e parasitas; (2) depois o sobrenadante de foi centrifugado a
1.500 g por 10 minutos; (3) o sobrenadante foi centrifugado a 10.000 g por 10 minutos para a remogao
de células e debris celulares; e (4) o sobrenadante foi submetido a uma centrifugacao de 100.000 g por
1 hora e 30 minutos e o pellet contendo as vesiculas foi ressuspendido em PBS e novamente centrifugado
a100.000 g por 1 hora e 30 minutos (Ultracentrifuga Sorvall® RC 90 — rotor T-1250). Ao final o pellet
contendo as vesiculas extracelulares foi ressuspendido em PBS 1X filtrado e armazenado a 4°C até sua

utilizag&o.
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2.6 Determinacdo da concentracao e tamanho das vesiculas extracelulares

As vesiculas extracelulares obtidas a partir de células B-1 foram diluidas 50 vezes em PBS (1X)
filtrado e analisadas no equipamento Nanosight (NS300 Malvern™) para determinar a concentragio e o
tamanho das particulas. Foram realizadas cinco capturas com um minuto de duracdo (20 frames por
segundo), sob uma temperatura de 25°C. O equipamento utilizado encontra-se no Laboratorio de
Nefrologia, Departamento de Medicina, Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal de S&o

Paulo.

2.9 Obtencao de macrdéfagos a partir de precursores da medula 6ssea (MMO)

Os fémures e tibias dos camundongos Balb/c foram coletados assepticamente, pela lavagem com
10 mL de R10 e ressuspendida em meio com 50% de sobrenadante de células L929, 30% de RPMI e
20% de SFB, mantidas em estufa a 37°C com 5% CO> (Zamboni, Rabinovitch, 2003). No 3°. dia o
sobrenadante foi retirado e novo meio com 30% de sobrenadante de L929, 50% de RPMI e 20% de SFB
foi adicionado, sendo realizada nova troca com este mesmo meio apés 72h. Ao final, os macréfagos
foram analisados quanto ao seu fen6tipo com anticorpo anti-F4/80 e CD11b em citdmetro de fluxo para
confirmac&o da diferenciacio. MMO foram cultivados em placas de 24 pogos na concentragio de 1x10°
células por poco em R10 (livre de EVS) por 4 horas a 37°C com 5% CO., para 0s subsequentes

tratamentos.

2.10 Obtencéo de macrofagos peritoneais aderentes (MPerC)

Camundongos foram submetidos ao aprofundamento anestésico com sevofluorano até a
completa parada cardiorrespiratdria. ApoOs assepsia, procedeu-se o lavado peritoneal com cerca 14 mL
de tampédo Macs e centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, entdo o sobrenadante foi descartado e as
celulas contadas em camera de Neubauer, com a adi¢do de azul de Tripan para conferir a viabilidade.
Em placas com 24 pocos, cultivou-se 1x10° células por pogo. Ap6s uma hora, descartou-se o
sobrenadante e as APerC foram cultivadas com R10 (livre de EVs) por mais uma hora, antes dos

subsequentes tratamentos, esses denominados MPerC-1. Para ampliar a concentracdo de MPerC, um
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segundo protocolo foi realizado, dessa vez, ap6s uma hora, descartou-se o sobrenadante e as APerC

foram cultivadas com R10 (livre de EVs) por mais 72 horas, esses denominados MPerC-2

2.11 Delineamento experimental

Na sequéncia, os macrdofagos derivados da medula e os procedentes de AperC foram submetidos
a 2 protocolos distintos, conduzidos da seguinte maneira: no primeiro, macrofagos foram tratadas
overnight com 40 a 50 particulas de B-1 EVs Uninfected ou EVs Infected, e ap0s esse periodo, o
sobrenadante foi retirado e as células desafiadas com esporos de E. cuniculi por 3 h. No segundo
experimento, os macrdéfagos foram infectados com esporos de E. cuniculi por 3 h, apos retirar o
sobrenadante, foram tratados overnight com com 40 a 50 particulas de B-1 EVs Uninfected ou EVs
Infected. ApO0s os periodos experimentais, os macréfagos foram coletados para analise do perfil M1/M2

e da sua viabilidade e a producéo de citocinas foi realizada no sobrenadante (Fig. 2B, C).
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Figura 2. Delineamento experimental para andlise in vitro dos efeitos das EVs produzidas por células
B-1 infectadas com E. cuniculi sobre macréfagos. A) Coleta de células B-1 a partir de lavados
peritoneais de camundongos Balb/c, enriquecimento em coluna magnéticas, infeccdo (EVs Infected) ou
ndo (EVs Uninfected) com E. cuniculi por 3 horas. As EVs isoladas foram analisadas (tamanho,
concentragdo). B) Macrdfagos diferenciados da medula dssea de camundongos foram tratados com EVs
(Uninfected ou Infected) e depois desafiados com E. cuniculi. Macrofagos foram avaliados quanto aos
fendtipos M1/M2, viabilidade e producdo de citocinas (TNF-a, INF-y, MCP-1, IL-6, IL-12, IL-10).
Procedeu-se um segundo protocolo com o desafio com E. cuniculi anterior ao tratamento com as EVs.
C) Macrofagos de células peritoneais aderentes de camundongos foram tratados com EVs (Uninfected
ou Infected) e depois desafiados com E. cuniculi. Macréfagos foram avaliados quanto aos fenétipos
M1/M2, viabilidade e producéo de citocinas (TNF-a, INF-y, MCP-1, IL-6, IL-12, IL-10). Procedeu-se
um segundo protocolo com o desafio com E. cuniculi anterior ao tratamento com as EVs.

2.12 Avaliacéo do fenotipo dos macrofagos
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Apols os periodos experimentais, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80°C para
posterior dosagem de citocinas. As células foram liberadas com cell scraper e incubadas por 20 minutos
em banho de gelo com anticorpo anti-CD16/CD32, em solugcdo tampdo Macs, para bloqueio dos
receptores Fc. Posteriormente, as células foram lavadas e, incubadas por 30 (trinta) minutos a 4°C com
0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD11b de camundongo conjugado — FITC, anti-F4/80 de
camundongo conjugado — PE (Ebioscience), anti-CD40 de camundongo conjugado - PE PCy5, e anti-
CD206 de camundongo conjugado — Alexa fluor 647 (BD Biosciences). Entdo, as células foram lavadas
e ressuspendidas em 200 uL. de PBS para realizacdo da leitura em citometro de Fluxo BD Accuri™ C6
(Biosciences). Todas as lavagens foram realizadas com tampdo Macs com centrifugacdo a 4°C por 5

minutos com 1500 rpm.

2.13 Avaliacédo de morte celular

Os macrdéfagos cultivados tiveram seus receptores Fc blogqueados com anticorpo anti-CD16/32,
e entdo foram marcados com os anticorpos monoclonais anti-F4/80 e CD11b. Apos incubacéo por 30
minutos, as células foram lavadas com tampao Macs, entdo foram marcadas para analise da viabilidade,
acrescentado 100 pL do tampédo do Kit 7AAD/Anexina, 1 pL de 7AAD e 1 pyL Anexina em cada
amostra, seguindo as recomendacdes do fabricante, foram incubadas por 15 minutos protegido da luz a
temperatura ambiente. Logo ap0s este periodo, adicionou-se 100 puL do tampdo do kit e realizada a

leitura no citbmetro imediatamente ao término da marcacao.

2.14 Determinacao de citocinas por citometria de fluxo

Os sobrenadantes das culturas de celulas foram coletados e armazenados a -80°C.
Posteriormente, foram empregados para a analise das citocinas TNF-a, INF-y, MCP-1, IL-6, IL-12, IL-
10 (Kit Inflammation BD) por citometria de fluxo pelo método Cytometric Bead Array (CBA), de acordo
com as instrugdes do fabricante. A aquisicéo dos dados foi realizada em citometro de Fluxo BD Accuri™

C6 (Biosciences) e analise com software FCAP 3.0 Bead array (BD Bioescience).

2.15 Andlise estatistica
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A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism utilizando-se a
analise de variancia ANOVA de uma via para comparacdo entre os grupos. Os valores foram
apresentados como media das quadriplicatas experimentais = o erro padrdo. Os valores de p< 0,05

indicaram significancia estatistica, com intervalo de confianca de 95%.

3. RESULTADOS

3.1 E. cuniculi determinou maior quantidade e diversidade de EVs produzidas por células B-1

A producdo de EVs foi padronizada, utilizando 3 periodos de tempo de cultura de células B-1
infectadas com esporos de E. cuniculi (EVs Infected) ou na auséncia (EVs Uninfected), 3, 12 e 24 horas
(Fig. 3). Apds 3h, para EVs Uninfected, observou-se que o tamanho médio das EVs foi de 150,5 + 40,9
nm e a concentragdo obtida foi de 1,26x10" particulas por mL (Fig. 3A). Para as EVs Infected a
concentragdo obtida de foi de 6,49x107 particulas por mL e tamanho médio foi de 241,2 + 23,5 nm (Fig.
3B). Em 12 horas de infec¢do, observou-se menor producdo de EVs (Fig. 3C, D) e maior variacao de
tamanhos grandes, sugerindo corpos apoptoticos. Da mesma forma, com 24 horas de infeccdo, as
culturas tiveram menor viabilidade e maior variacdo de tamanhos (Fig. 3E). Portanto, optou-se por

utilizar o tempo de 3 horas de infeccdo para a producédo de EVs para todos 0s experimentos.
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Figura 3. Quantificacdo e mensuracao de EVs produzidas por células B-1 infectadas (EVs Infected)
ou ndo (EVs Uninfected) pelo E. cuniculi pelo rastreamento de nanoparticulas (NTA) por
NanoSight. A) EVs Uninfected produzidas ap6s 3 horas de cultivo. B) EVs Infected produzidas ap6s 3
horas de cultivo com infecgdo. C) EVs Uninfected produzidas apos 12 horas de cultivo. D) EVs Infected
produzidas ap06s 12 horas de cultivo com infeccdo. E) EVs Infected produzidas apds 24 horas de cultivo
com infeccdo. F) Tabela com as médias (+/- desvio padrdo) de tamanhos em nandmetros e a
concentragdo de particulas por mL obtidas pelo rastreamento de nanoparticulas (NTA) por NanoSight,
para EVs Uninfected 3h (A), EVs Infected 3h (B), EVs Uninfected 12h (C), EVs Infected 12h (D), EVs
Infected 24h (E).
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3.2 EVs aumentaram a viabilidade de MMO

A viabilidade de macrdfagos diferenciados a partir da medula dssea tratados previamente com
EVs ou ndo variou de 10 a 40%, destacando maior percentual de células viaveis nos grupos tratados com
EVs Uninfected (Fig. 4A). A morte celular por necrose foi baixa (de 1 a 4%) (Fig. 4B), contudo destacou-
se a alta frequéncia de apoptose (cerca de 20%) e apoptose tardia que variou de 45 a 65% (Fig. 4C, D).
Vale ressaltar marcada apoptose observada em macrofagos que ndo receberam tratamento com EVs e
foram infectados com E. cuniculi em comparagdo com os grupos tratados com EV's e também infectados,
indicando que o tratamento com EVs reduziu a apoptose (Fig. 4D). Ao realizar o tratamento com EVs
de macrofagos apos a infecgdo com E. cuniculi, resultados semelhantes foram observados, como baixa
viabilidade de macro6fagos (entre 10 e 30%, Fig. 4E), baixa necrose (inferior a 0,5%, Fig. 4F) e com alta
frequéncia de apoptose, contudo prevalecendo a apoptose (com percentuais entre 50 e 80%, Fig. 4G) em
detrimento a apoptose tardia (com porcentagens de 10 a 40%, Fig. 4H). Nesse contexto, o tratamento
com EVs Infected determinou aumento de apoptose e a infeccdo desse mesmo grupo de macréfagos
reduziu a apoptose (Fig. 4G), embora a apoptose tardia tenha sido observada com maior ocorréncia

mediante a infeccdo pelo patdgeno (Fig. 4H).
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Figura 4. Viabilidade de macro6fagos de medula 6ssea tratados com EVs. A- D) Anélise da
viabilidade de macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea (CD11b*F4/80%) previamente tratados
(+) ou nédo (-) com EVs de células B-1 nao infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi
(EVs Infected) e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi apos o tratamento. A) Frequéncia
(%) de macréfagos vivos; B) Frequéncia (%) de macrofagos necréticos; C) Frequéncia (%) de
macrofagos apoptdticos; D) Frequéncia (%) de apoptose tardia em macrdéfagos. E- H) Analise da
viabilidade de macréfagos peritoneais aderentes (CD11b"F4/80%) previamente desafiados (+) ou nao (-
) com esporos de E. cuniculi e posteriormente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo
infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected). E) Frequéncia (%) de
macrofagos vivos; F) Frequéncia (%) de macréfagos necroticos; G) Frequéncia (%) de macrofagos
apoptoticos; H) Frequéncia (%) de apoptose tardia em macréfagos. Anélise de variancia (ANOVA) de
uma via com pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***,
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3.3 Tratamento prévio com EVs e infec¢cdo de E. cuniculi reduziu a viabilidade de MPerC-1

Em relacdo aos MPerC-1 observamos alta viabilidade, entre 70 e 80%, para todos 0s grupos com
excecao dos grupos que receberam EVs e foram desafiados com E. cuniculi, que tiveram viabilidade
entre 45 e 50% (Fig. 5A). Mais uma vez, destacamos que a ocorréncia de necrose foi baixa (Fig. 5B),
com predominio a morte por apoptose (entre 3 e 15%, Fig. 5C) e apoptose tardia (entre 10 e 35%, Fig.
5D). De forma clara, a infec¢do pelo fungo E. cuniculi causou aumento de apoptose em macréfagos
previamente tratados com EVs de células B-1 ndo infectadas (Uninfected) ou infectadas (Infected) pelo
patogeno. Entretanto, ao realizar a infeccdo dos MPerC-1 previamente ao tratamento com EVs, ou segja,
a auséncia do tratamento com EVs, a viabilidade reduz para frequéncias de 40 a 60% e percentuais
superiores a 60% sao observados em macrofagos desafiados pelo patdgeno e tratados com EVs (Fig.
5E). A morte dos macrofagos por necrose foi baixa (Fig. 5F) e os percentuais de apoptose foram
elevados, respectivamente, entre 10 e 30% (Fig. 5G) e ente 15 e 30% (Fig. 5H) para a apoptose e
apoptose tardia. Ressalta-se que o tratamento com EVs pés-infeccdo causou reducéo de apoptose (Fig.

5G). Néo avaliamos a viabilidade de MPerC-2.

36



ry = r
A 20 *kk B o Hkk
2 3 ;
«© [ ] <
2 80+ ke w _6
Pril % o *
w | — | o
o |3 M E I = - 0
e s 5384 Nopr
S § 60 \é 2 o
0 .2 - (5]
&~ : 22, = ™
< el
g 50 - _% 2 Lo
* 2
2 o
40— . , . : . . ; y ; T
EVs Uninfected = + B - + - EVs Uninfected ? ° *
EVs Infected * = = * EVs Infected ) . * ) ) 5
Tratamento fect p 3 el e = m R #
E. cuniculi = = - +
previo com
C o D o
EVs —_—
204 — F7m
S T, 40+ T =
8 N = — 2
== 151 8~ ?—
o F2
=9 LS 304 %
938 [ 2
S 10 =
2 - 1IN »
3 g o § 20 v
g8 5 Sge 2 & .¥ ¥ o
ST 10
g PE
04— T T T T T § o
EVs Uninfected - + . - + - 0 . . . ; .
EVs Infected - B * B ° * EVs Uninfected = + - - +
E. cuniculi S EVsinfected = -+ - - *
E. cuniculi - - - + + +
E F *k
100 —— 5 "
l% ok
o =) —
$ 5 —x— —, % S 4 o
I w
2, 60 o 28 3
o2 ‘! é o8
g2 T - g%
S5 U - 55 2
- - ERI R
= 20 = 1 s
- = W
0 T T T T T 0 T T
EVs Uninfected - + = - + & EVs Uninfected = + - +
Tratamento Evebfected = - + - - 4 Evelced = = 4 o=m = %
com EVS pés- E. cuniculi - - - * * * E. cuniculi - - - + + +
infecgdo G
40- —————— 40
=} ok £
) —
F ok &
A — ©
w3 . g8 W T v .
0 O < o i_
3 : L AFAET T
g S 204 © n Ak 23 20 [ ] 5
© g % o0 A *
c a %— S a o
g © v S 8
= 1o S & 104
S 2
©
= P =,
EVs Uninfected - + & - + = EVs Uninfected - + = - +
EVs Infected - s o - - + EVs Infected - - + - - +
E. cuniculi - - - ) + L2 E. cuniculi - - - + + +

Figura 5. Viabilidade de macréfagos aderentes peritoneais tratados com EVs. A- D) Anélise do
perfil de macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea (CD11b"F4/80%) previamente tratados (+)
ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs
Infected) e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi ap6s o tratamento. A- D) Anélise da
viabilidade de macro6fagos diferenciados a partir da medula éssea (CD11b*F4/80™) previamente tratados
(+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi
(EVs Infected) e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi ap6s o tratamento. A) Frequéncia
(%) de macréfagos vivos; B) Frequéncia (%) de macrofagos necréticos; C) Frequéncia (%) de
macrofagos apoptéticos; D) Frequéncia (%) de apoptose tardia em macrdéfagos. E- H) Analise da
viabilidade de macréfagos peritoneais aderentes (CD11b"F4/80%) previamente desafiados (+) ou nao (-
) com esporos de E. cuniculi e posteriormente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo
infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected). E) Frequéncia (%) de
macrofagos vivos; F) Frequéncia (%) de macrdfagos necroticos; G) Frequéncia (%) de macrofagos
apoptoticos; H) Frequéncia (%) de apoptose tardia em macréfagos. Anélise de variancia (ANOVA) de
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uma via com pos-teste Tukey revelou diferencgas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001***,

3.4 EVs modularam os macrofagos para o perfil M1

Macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea com expressdo de CD11b*F4/80" e tratados
previamente com EVs apresentaram porcentagens semelhantes em todas as condigdes utilizadas (Fig.
6A). Os macréfagos desse experimento demonstraram predominio do perfil M1 (macréfagos
CD11b"F4/807CD40™), que se destacou apos o desafio com E. cuniculi no grupo tratado previamente
com EVs de células B-1 ndo-infectadas (Fig. 6B, C, D). Também se observou tendéncia ao perfil M2
(macréfagos CD11b"F4/80*CD206™) mediante a infeccdo pelo patogeno, independentemente do
tratamento prévio com EVs (Fig. 6C, D). Ao realizar o tratamento com EVs apds o desafio de
macrofagos de medula com E. cuniculi, demonstramos reducédo da frequéncia de macrofagos decorrente
do tratamento com EVs e/ou infeccdo pelo patdgeno (Fig. 6E). Mais uma vez, o perfil M1 (macréfagos
CD11b*F4/80"CD40") prevaleceu mediante o desafio com E. cuniculi nos grupos tratados com EVs,
com destaque para os macréfagos desafiados com E. cuniculi e tratados com EVs de células B-1
infectadas (Fig. 6F, G, H). A diferenciacdo de macrofagos de medula dssea pela expressdo de
CD11b"F4/80" foi demonstrada (Anexo 1). Apesar do perfil M1 observado associado aos MMO, o
tratamento prévio com EVs reduziu a producdo de TNF-a em comparacdo ao controle ndo tratado, ja
nos grupos desafiados com E. cuniculi, houve reducdo da producéo e liberacdo apenas para macréfagos
tratados com EVs Infected (Fig. 7A). Houve producdo de MCP-1, porém sem diferencas entre os grupos
(Fig. 7B). As citocinas INF-y, 1L-12, IL-6, IL-10 n&o foram identificadas nos sobrenadantes desses
macrdfagos, assim como, nenhuma delas foi identificada nos sobrenadantes de macrofagos
diferenciados da medula 6ssea nos grupos que foram desafiados e depois receberam o tratamento com

EVs (dados nédo apresentados).
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Figura 6. Perfil de macréfagos de medula 6ssea mediante tratamento com EVs e desafio com E.
cuniculi. A- D) Analise do perfil de macréfagos diferenciados a partir da medula éssea (CD11b*F4/80%)
previamente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 nédo infectadas (EVs Uninfected) ou
infectadas com E. cuniculi (EVs Infected) e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi apds o
tratamento. A) Frequéncia (%) de macrofagos CD11b*F4/80%; B) Mediana de intensidade de
fluorescéncia MFI de macréfagos M1 (CD11b*F4/80°CD40%); C) Mediana de intensidade de
fluorescéncia MFI de macréfagos M2 (CD11b*F4/807CD206"); D) Razdo entre MFI CD40%/CD206".
E- H) Andlise do perfil de macréfagos diferenciados a partir da medula 6ssea (CD11b*F4/80%)
previamente desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi e posteriormente tratados (+) ou ndo
(-) com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs
Infected). E) Frequéncia (%) de macr6fagos CD11b*F4/80"; F) Mediana de intensidade de fluorescéncia
MFI de macréfagos M1 (CD11b*F4/80°CD40%); G) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de
macrofagos M2 (CD11b*F4/807CD206%); H) Razdo entre MFI CD40/CD206". Analise de variancia
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(ANOVA) de uma via com poés-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05*,
p<0,01**, p<0,001***,
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Figura 7. Citocinas TNF-a e MCP-1 identificadas no sobrenadante de macroéfagos diferenciados
de medula éssea (MMO) previamente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo infectadas
(EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected) e desafiados (+) ou néo (-) com
esporos de E. cuniculi apods o tratamento. A) TNF-a; B) MCP-1 Anélise de variancia (ANOVA) de
uma via com pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,01**.

A frequéncia de macrofagos peritoneais aderentes (CD11b*F4/80%) no experimento de
tratamento prévio com EVs foi baixa, sendo que as células B-1 predominaram as nessas analises,
portanto, os efeitos relacionados com os tratamentos ndo demonstraram grandes alteracdes (Fig. 8A, B,
C, D). Ao desafiar os macrofagos antes do tratamento com EVs, observamos que a frequéncia de MPerC-

1 (CD11b'F4/80") se manteve equilibrada entre os grupos experimentais (Fig. 8E), entretanto, foi
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demonstrado aumento do perfil M2 em todos os grupos independente de tratamento ou da infec¢éo (Fig.
8F, G, H). Com o protocolo de cultivo de APerC por 72h, a frequéncia de MPerC-2 foi superior a 80%
no tratamento prévio com EVs (Fig. 9A) com claro predominio de macréfagos com perfil M1 (Fig. 9B,
C, D), especialmente vinculado ao tratamento com EVs Uninfected ou Infected. Resultados semelhantes
foram observados para os MPerC-2 tratamento com EVs de apds a infec¢do, com frequéncias acima de
50% (Fig. 9E) e perfil dominante de macrofagos M-1 (Fig. 9F, H). Contudo vale ressaltar que o grupo
MPerC-2 desafiado com E. cuniculi e tratado com EVs Infected demonstraram aumento de macrofagos
M2 (CD11b*F4/80*CD206") (Fig. 9G).

As citocinas pro-inflamatdrias foram identificadas no sobrenadantes de MPerC-1, sendo que a
infeccdo pelo E. cuniculi a responsavel por aumentar significantemente as mesmas (Fig. 10A, B). No
tratamento prévio com EVs (Fig. 10A) ou posterior a infeccdo (Fig. 10B), as citocinas pro-inflamatérias
TNF-0, MCP-1 e IL-6 estavam elevadas nos grupos infectados. A analise separada da producdo de
citocinas TNF-a e IL-6 por MPerC-1 demonstrou aumento no grupo que foram tratados com EVs (Fig.
10B). Ainda destacamos reducdo de MCP-1 em macrdfagos tratados com EVs Uninfected, contudo sua
producdo aumenta mediante o desafio (Fig. 8A). A presenca de citocinas pro-inflamatérias TNF-a e 1L-
6 nos sobrenadantes de MPerC-2 nos grupos infectados reforcam o padrdo fenotipico M1 (Fig.11).
Apesar do feno6tipo dos MPerC-1 ndo revelar perfil dominante, as citocinas liberadas corroboram para
uma modulacdo M1, o que foi confirmado no protocolo com MPerC-2. A citocina antiinflamatéria IL-
10 estava aumentada nos mesmos grupos de MPerC-1 desafiados com E. cuniculi antes do tratamento
com EVs, fato que corrobora o perfil identificado pelo aumento da expressdo de CD206, tanto observado

em MPerC-1 como em MPerC-2 (Fig. 8H, 9G).
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Figura 8. Perfil de macro6fagos peritoneais aderentes (MPerC-1*) tratados com EVs e desafio com
E. cuniculi. A- D) Analise do perfil de MPerC-1 CD11b*F4/80" previamente tratados (+) ou ndo (-)
com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected)
e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi apés o tratamento. A) Frequéncia (%) de MPerC-
1 CD11b'F4/80%"; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-1 M1
(CD11b"F4/80"CD40%); C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-1 M2
(CD11b"F4/807CD206"); D) Razdo entre MFI de MPerC-1CD40*/CD206". E- H) Analise do perfil de
MPerC-1 CD11b*F4/80* previamente desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi e
posteriormente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou
infectadas com E. cuniculi (EVs Infected). E) Frequéncia (%) de MPerC-1 CD11b*F4/80%; F) Mediana
de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-1 M1 (CD11b"F4/80*CD40%); G) Mediana de
intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-1 M2 (CD11b*F4/807"CD206%); H) Razdo entre MFI de
MPerC-1 CD40*/CD206". Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pdés-teste Tukey revelou
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diferencas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***, # Culturas de MPerC-1 por

uma hora.
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Figura 9. Perfil de macro6fagos peritoneais aderentes (MPerC-2%) tratados com EVs e desafio com
E. cuniculi. A- D) Analise do perfil de MPerC-2 CD11b*F4/80" previamente tratados (+) ou nao (-)
com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected)
e desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi apds o tratamento. A) Frequéncia (%) de MPerC-
2 CD11b*F4/80"; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-2 M1
(CD11b*F4/80"CD40"); C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-2 M2
(CD11b*F4/807CD206%); D) Razdao entre MFI de MPerC-2 CD40%/CD206". E- H) Analise do perfil de
MPerC-2 CD11b*F4/80* previamente desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi e
posteriormente tratados (+) ou ndo (-) com EVs de células B-1 ndo infectadas (EVs Uninfected) ou
infectadas com E. cuniculi (EVs Infected). E) Frequéncia (%) de MPerC-2 CD11b*F4/80%; F) Mediana
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de intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-2 M1 (CD11b"F4/80°CD40%); G) Mediana de
intensidade de fluorescéncia MFI de MPerC-2 M2 (CD11b*F4/807"CD206%); H) Razdo entre MFI de
MPerC-2 CD40*/CD206". Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pés-teste Tukey revelou
diferencas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***, # Culturas de MPerC-2 por 72
horas.
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Figura 10. Citocinas identificadas no sobrenadante dos experimentos com macrdfagos peritoneais
aderentes (MPerC-1%) tratados com EVs e desafiados com E. cuniculi. A) Citocinas TNF-a, MCP-1
e IL-6 identificadas no sobrenadantes de MPerC-1 (CD11b*F4/80™) previamente tratados (+) ou ndo (-)
com EVs de células B-1 néo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected)
e desafiados (+) ou nédo (-) com esporos de E. cuniculi. B) Citocinas TNF-a, MCP-1, IL-6 e IL-10
identificadas no sobrenadante de MPerC-1 (CD11b"F4/80%) desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E.
cuniculi (+) e posteriormente tratados com EVs de células B-1 (+) ou ndo (-) infectadas (EVs Uninfected)
ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected). TNF-a e IL-6 mostraram diferencas nos grupos somente
tratados com EVs. Andlise de varidncia (ANOVA) de uma via com poés-teste Tukey revelou diferencas
estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***. # Culturas de MPerC-1 por uma hora.
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Figura 11. Citocinas TNF-a e IL-6 identificadas no sobrenadante dos experimentos com
macrdéfagos peritoneais aderentes (MPerC-2) tratados com EVs e desafiados com E. cuniculi. A)
Citocinas no sobrenadante de MPerC-2 (CD11b*F4/80%) previamente tratados (+) ou ndo (-) com EVs
de células B-1 nédo infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E. cuniculi (EVs Infected) e
desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi. B) Citocinas identificadas no sobrenadante de
MPerC-2 (CD11b*F4/80") desafiados (+) ou ndo (-) com esporos de E. cuniculi (+) e posteriormente
tratados com EVs de células B-1 (+) ou ndo (-) infectadas (EVs Uninfected) ou infectadas com E.
cuniculi (EVs Infected). Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou
diferencas estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***. # Culturas de MPerC-2 por
72 horas.

Ao avaliar o conjunto dos resultados (Quadro 1), pode-se observar que as EVs modularam o
perfil dos macr6fagos, MMO e MPerC, para perfil M1. A producdo de citocinas no sobrenadante de
MMO foi indetectavel ou ndo mostrou diferencas entre os grupos, e a viabilidade dos macrofagos

aumentou. Para MPerC houve aumento da producao citocinas pro-inflamatdrias e reducéo da viabilidade
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ao tratamento com EVs anterior ao desafio, entretanto a viabilidade aumentou e a producéo de citocinas

teve perfil misto quando o tratamento com EVs ocorreu depois do desafio com E. cuniculi.

Quadro 1. Resumo das principais observacfes experimentais, indicando aumento ou diminuicéo (seta)
ou auséncia de alteracdo (-) em perfil de macréfago M1 ou M2, producédo de citocinas, viabilidade e
apoptose.

MMO*EVs**2 MMOEE.E MPerC***®EVs MPerC E.&
+BE.Buniculi  cuniculi +EVs +FE.Buniculi cuniculi +EVs

M1 ) *
M2 3§ 2

» = &

TNF - —
MCP-1 — —
IL-6 _— —
IL-10 — —
Vivas 1t

» @ |
EDD D

@« |

Apoptoticas i |

*MMO — macréfago diferenciado de medula éssea
** EVs — vesicula extracelular de células B-1
***¥MPerC — macréfagos@ierivadosi@ie@élulasiperitoneais@Ederentes

4 DISCUSSAO

As células imunes que participam da inflamacdo podem secretar EVs, as quais carregam
mediadores lipidicos bioativos derivados do &cido araquid6nico, como o0s eicosanoides e as enzimas
envolvidas em sua producédo, que podem ter efeitos quimiotaticos (Boilard, 2018). Na sepse, as EVs
demonstraram ter funcdes pré-inflamatorias e antiinflamatoérias na dependéncia da célula doadora e da
fase da sepse (Burgelman et al., 2021). Os efeitos pro-inflamatérios estdo relacionados com EV
carreando citocinas ou padrdo molecular associado a danos (DAMPS), como histonas, proteinas de
choque térmico (HSPs) e DAMPs mitocondriais, que induzem a polarizagdo dos macrofagos para o
fendtipo M1 com secregdo de citocinas, diferenciacdo de células T auxiliares de células T virgens e
quimiotaxia de leucdécitos. Por outro lado, algumas EVs na sepse tém efeitos antiinflamatorios, que

incluem regulacdo negativa de complemento e da sinalizacéo de fase aguda, reducdo da quimiotaxia de
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leucdcitos, reducdo dos niveis seéricos de citocinas pro-inflamatérias e reducdo da expressao de
moléculas de adesdo nas células endoteliais (Burgelman et al., 2021).

Aqui, nés mostramos que MMO tratados com EVs apresentavam predominantemente perfil M1,
especialmente quando os mesmos foram desafiados com o patdgeno. Corroborando os resultados de
Pereira et al. (2019), que demonstraram macrdfagos peritoneais aderentes com perfil M1, com maior
capacidade fagocitica e expressdo de CD80/86, na presenca de células B-1 e perfil M2 na auséncia de
células B-1. De forma similar, EVs produzidas por macréfagos RAW infectados por Salmonella
typhimurium estimularam a transcricdo de genes associados a polarizacdo M1 e induziram maior
expressdo de TNF-a e iINOS (Emerson et al., 2022). Contudo, nossos resultados ndo demonstraram
aumento na producdo de citocinas inflamatorias, ao contrario do observado em macréfagos de medula
Ossea procedentes de camundongos C57BL/6 tratados com EVs de células B-1 infectadas L.
amazonensis que mostraram aumento na expressao de TNF-a (Toledo et al., 2020). Vale ressaltar que
0s experimentos utilizaram metodologias diversas, a quantificacdo no sobrenadante (nossos resultados)
vs expressdo (Toledo et al., 2020). Anteriormente, nosso grupo demonstrou que o tratamento de
macrofagos de medula 6ssea com corpos apoptéticos de linfdcitos infectados com E. cuniculi tinham
expressdo acentuada de CD206 e liberaram de grandes quantidades de IL-10 e IL-6, indicando
polarizacdo dos macrofagos para o perfil M2, permitindo a sobrevivéncia e multiplicacdo do patdégeno
no interior dos macréfagos (Dalboni et al., 2021).

Os macréfagos exibem grau consideravel de plasticidade dependendo dos sinais do ambiente
extracelular, com possibilidade continua de polarizagdo M1 vs. M2. Macréfagos M1 séo considerados
um fenotipo pro-inflamatério, com capacidade fagocitica e citotdxica robusta, assim como produzem
citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, I1L-6, IL-12, IL-1B e TNF-a) e quimiocinas (por exemplo,
CCLZ2, CCLDb), refletindo sua capacidade de recrutar outras células imunes (células T e B) ao local da
infeccdo e mantém sua ativagdo (Saradna et al., 2018). Por outro lado, os macréfagos M2 atuam na
resolucdo da inflamacéo e reparo tecidual e, funcionalmente, possuem varios subtipos (M2a, M2b, M2c,
M2d), os quais expressam diferentes combinagOes de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento

(Saradna et al., 2018). No entanto, é importante notar que o estado de polariza¢ao dos macrofagos é um
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processo continuo, com multiplicidade de fenétipos intermediarios e subpopulagdes heterogéneas,
assumindo uma variedade de papéis fisioldgicos (Ross et al., 2021). Corroborando tais informacdes, foi
descrito que coelhos infectados com E. cuniculi tinham lesdes granulomatosas no encéfalo com
predominio de macréfagos M1 e M2 respectivamente, na periferia da lesdo e no centro das lesdes (Soto-
Dominguez et al., 2022).

As EVs administradas previamente ao desafio com E. cuniculi, determinaram um perfil M1 para
MPerC e producdo aumentada de citocinas pro-inflamatérias. Corroborando os achados de Pereira et al.
(2019), que encontraram predominio de macréfagos com perfil M1 e de citocinas proinflamatorias na
presenca de células B-1 em APerC de camundongos Balb/c, ao contrario, na auséncia de células B-1, 0s
macrofagos peritoneais mostraram perfil M2. Ao infectar MPerC com E. cuniculi e depois tratar com
EVs, as observagdes mostraram também macrofagos com perfil M2 e com producéo de citocinas pré- e
antiinflamatérias TNF-o, MCP-1, I1L-6 e IL-10. Padrdo semelhante na expressdo de citocinas foi
observado em macrofagos de medula 6ssea de camundongos Balb/c tratados EVs de células B-1
infectadas L. amazonensis, 0s quais demonstraram aumento significativo na expresséo de IL-6 e 1L-10
em comparacdo com as mesmas células estimuladas com EVs de células B-1 ndo infectadas. Nesse
protocolo experimental, deve-se considerar que a presenca de células B-1 e B-1 CDP entre os fagocitos
peritoneais aderentes ndo pode ser descartada, sendo que as EVs também podem tem modulado o
funcionamento das mesmas e influenciado nos resultados. Por essa razdo, MPerC foram incubados por
72 h antes dos tratamentos e desafio, fato que reforcou a presenca do perfil M-1 dominante. Também
foi demonstrado que EVs produzidas por macrofagos infectados com L. amazonensis induziram a
producdo de citocinas pré-inflamatorias 1L-12, IL-1p ¢ TNF-o por macro6fagos naive, sugerindo sua
participacdo na estimulacdo da resposta imune e na atribuicdo de um fendtipo (Cronemberger-Andrade
et al., 2014). Ainda podemos comparar essa resposta mista, com presenca de citocinas pro- e anti-
inflamatorias e perfil M2, com as observagdes feitas em camundongos tratados EVs obtidas de
macrofagos RAW infectados com L. donovani, que apresentaram macréfagos com as assinaturas M1 e

M2 no figado, apds o desafio com L. donovani.
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A viabilidade celular apds tratamento com EVs pode aumentar ou diminuir. Foi demonstrado
que as EVs podem promover maior sobrevivéncia celular, ao liberar moléculas antiapoptéticas ou fatores
de crescimento que suportam a viabilidade celular e a funcéo celular adequada (Zhang et al., 2014). No
presente estudo, a reducdo de apoptose foi observada em macrofagos que receberam tratamento com
EVs em comparacdo com o grupo ndo tratados com EVSs, contudo tal diferenca ficou mais evidenciada
com o desafio com E. cuniculi. No6s hipotetizamos que as EVs possam ter conduzido fatores
antiapoptoticos, atuando como veiculos para a transferéncia de sinais benéficos para a viabilidade
celular, porém quando essas células foram desafiadas com o patdgeno antes de receber o tratamento com
EVs, o efeito antiapopt6tico ndo conseguiu preservar a viabilidade das células. A morte celular
programada € uma forma potencial para a eliminacdo de células infectadas. Foi relatado que
microsporidios inibem a apoptose em abelhas, bichos-da-seda e células humanas, fato que pode explicar
a reducdo da viabilidade dos macrofagos infectados nesse estudo (del Aguila et al., 2006; He et al., 2015;
Higes et al., 2013; Sokolova et al., 2019).

Para os macrofagos peritoneais aderentes, a infec¢do pelo fungo E. cuniculi determinou maior
apoptose nos macrofagos previamente tratados com EVs. Corroborando os achados em macrofagos
infectados com E. cuniculi e tratados com corpos apoptoticos de linfocitos que apresentaram aumento
de apoptose (Dalboni et al., 2021). Esses autores sugeriram que a presenca de grandes quantidades de
TNF-0, uma citocina que determina a apoptose pela via extrinseca que se liga aos receptores nos
macrofagos e subsequentemente ativa a apoptose via caspase 8, poderia estar associada a apoptose,
hipotese que pode explicar o ocorrido na presente investigacdo, uma vez que o TNF-o estava aumentado
nos grupos infectados. De forma interessante, o tratamento com EVs ap6s a infeccdo conseguiu diminuir
a apoptose induzida pelo fungo, de forma contraria ao que foi visto em macréfagos de medula. Ao
contréario, estudos anteriores mostram que certos tipos de EVs podem induzir apoptose ou necrose nas
células receptoras. Yin et. al. (2014) demostraram que as EVs células tumorais possuem fatores proé-
apoptoticos que causam a morte de células saudaveis. Chen et. al. (2016) mostraram que as EVs
liberados durante a leséo cerebral traumatica podem conter substancias toxicas que induzem a morte das

células neuronais. E importante destacar que a resposta celular as EVs pode ser altamente dependente
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do contexto e das condicdes experimentais. Diferentes tipos de células podem ter diferentes
sensibilidades a EVs, e a mesma populagéo de células pode responder de forma diferente dependendo
das condi¢cdes ambientais. Além disso, a quantidade e concentracdo dos EVs, bem como o tempo de
exposicdo, podem influenciar nos efeitos observados (Schwab et al., 2015; Hassanpour et al., 2020).
Podemos concluir que as células B-1 infectadas com E. cuniculi produziram EVs de forma
expressiva apos 3 h. As EVs modularam o fenotipo de macrdéfagos naive de medula 6ssea para o perfil
M1 e macrofagos peritoneais aderentes para perfil misto, M1 e M2, condicionado ao momento do desafio
com E. cuniculi. Esses resultados abrem perspectivas quanto ao uso de EVs procedentes de células B-1
na modulacdo da resposta imune contra microsporidios. Novos estudos deverdo incluir a analise de
concentracdes maiores de EVs para a modulacdo de macréfagos, identificacdo do seu conteldo,
avaliacao da producdo de EVs por macréfagos e outras células infectadas como possiveis transportadores

dos mesmos sinais como forma de intervencao terapéutica.
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Anexo 2. Estratégia de gates para analise de macrdfagos de lavados peritoneal aderente (MPerC)
(CD11b*F4/80™) e tratado ou ndo com vesiculas extracelulares nao infectadas.

55



