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RESUMO

Encephalitozoon cuniculi sdo fungos atipicos, oportunistas, intracelulares obrigatérios que
infectam hospedeiros vertebrados e que possuem extrema habilidade de manipular a resposta
imune e sobreviver no hospedeiro. A crotoxina (CTX), bioativo isolado do veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus, demonstra capacidade de modificar a reposta imune. Macrofagos
desafiados com E. cuniculi e tratados com CTX apresentaram maior atividade microbicida e
perfil M1, revertendo o predominio do perfil M2 provocado pelo patégeno. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar os efeitos da CTX sobre a resposta imune desenvolvida na infeccéo
pelo E. cuniculi em camundongos. Para tal, camundongos imunossuprimidos com
ciclofosfamida (Cy) foram infectados com esporos de E. cuniculi e ap6s 7 dias tratados com
uma dose CTX. Aos 14 dias de infeccdo foi realizada a eutanasia dos animais, seguida da
andlise de citocinas Thl, Th2 e Th1l7 no plasma, quantificacdo fenotipica de macréfagos e
linfocitos no lavado peritoneal e no bago, analise histopatoldgica e mensuracdo da carga
fangica no figado, e quantificacdo das expressdes de mRNA para o inflamassoma NLRP3 em
leucdcitos circulantes. Conforme esperado, a Cy reduziu as populacdes de macrofagos e
linfocitos. Contudo, camundongos infectados com E. cuniculi e tratados com CTX tinham
maior perfil de citocinas inflamatérias Thl e Thl7, ativacdo do inflamassoma NLRP3 e 0s
linfocitos T CD4 e T CD8 tinham aumento da expressdo de IFN-y associados a reducdo da
carga fangica. Ao contrario, nos camundongos nao tratados com CTX, a infec¢do resultou em
maior perda de peso, aumento apenas de citocinas Thl, baixa expressdo do inflamassoma
NLRP3 e menor expressdo de IFN-y em os linfocitos T CD4 ¢ T CD8. Concluimos que o
tratamento com CTX modulou a resposta imune para um perfil mais pro-inflamatorio, com
atividade demonstrada do inflamassoma NLRP3 ativado, resultando em maior atividade

microbicida contra E. cuniculi em camundongos imunossuprimidos com Cy e infectados.

Palavras-chave: Citocinas. Imunomodulagéo. Inflamagéo. Microsporidios. Zoonose.



ABSTRACT

Encephalitozoon cuniculi are atypical, opportunistic, obligate intracellular fungi that infect
vertebrate hosts and have extreme ability to manipulate the immune response and survive in
the host. Crotoxin (CTX), a bioactive isolated from the venom of the Crotalus durissus
terrificus snake, demonstrates the ability to modify the immune response. Macrophages
challenged with E. cuniculi and treated with CTX showed greater microbicidal activity and M1
profile, reversing the predominance of the M2 profile caused by the pathogen. The objective
of the present work was to evaluate the effects of CTX on the immune response developed in
E. cuniculi infection in mice. To this end, mice immunosuppressed with cyclophosphamide
(Cy) were infected with E. cuniculi spores and after 7 days treated with a CTX dose. At 14
days of infection, the animals were euthanized, followed by analysis of Thl, Th2 and Thl7
cytokines in plasma, phenotypic quantification of macrophages and lymphocytes in peritoneal
lavage and spleen, histopathological analysis, and measurement of fungal load in the liver, and
quantification of mMRNA expressions for the inflammasome were performed. NLRP3 in
circulating leukocytes. As expected, Cy reduced macrophage and lymphocyte populations.
However, mice infected with E. cuniculi and treated with CTX had a greater profile of Th1 and
Th17 inflammatory cytokines, activation of the NLRP3 inflammasome, CD4 T and CD8 T
lymphocytes had increased expression of IFN-y associated with a reduction in fungal load. On
the contrary, in mice not treated with CTX, the infection resulted in greater weight loss, an
increase only in Thl cytokines, low expression of the NLRP3 inflammasome and lower
expression of IFN-y in CD4 T and CD8 T lymphocytes. We conclude that CTX treatment
modulated the immune response to a more pro-inflammatory profile, with demonstrated
activity of the activated NLRP3 inflammasome, resulting in greater microbicidal activity

against E. cuniculi in Cy-immunosuppressed and infected mice.

Keywords: Cytokines. Crotoxin. Inflammation. Immunomodulation. Microsporidia. Zoonosis.



INTRODUCAO

Encephalitozoon cuniculi, pertencente ao filo Microsporidia, sdo fungos atipicos,
unicelulares, intracelulares obrigatorios e considerados patdgenos oportunistas emergentes e
causadores da encefalitozoonose (Han, Weiss, 2017). Os microsporidios sdo ubiquos na
natureza e, entre os vertebrados, infectam mamiferos domésticos de produgdo (bovinos,
caprinos, ovinos, suinos, bubalinos, equinos e lagomorfos), animais de companhia (caninos e
felinos), animais de laboratério (camundongos e ratos) e animais selvagens (Han et al., 2020;
Magalhdes et al., 2022). Nos humanos, os microsporidios sdo frequentes em pacientes
imunossuprimidos pelo HIV, por neoplasias ou por doengas autoimunes, assim como pelo uso
de anticorpos imunomoduladores ou terapéutica contra a rejeicao de transplantes, porém tem
sido relatado em criancas, idosos e individuos imunocompetentes (Seatamanoch et al., 2022).
Contudo, esse grupo de patégenos primitivos sdo muito eficientes como parasitas
intracelulares, utilizando varios mecanismos para melhor interagir com as células hospedeiras,
garantindo sua sobrevivéncia metabdlica e evasao da resposta imune (Magalhdes et al., 2022).

Camundongos infectados com E. cuniculi tém sido utilizados para compreender
diferentes aspectos da fisiopatologia da microsporidiose. Como patdgenos oportunistas,
determinam infeccdo disseminada e letal em camundongos Nude ou SCID, porém, tais
condigBes ndo representam os estados imunossupressores mais observados na rotina clinica
(Han et al., 2019). Assim, modelos de imunossupressdao farmacoldgica, com uso de
ciclofosfamida (Lallo, Hirshfeld, 2012) ou dexametasona (An et al., 2020), sdo empregados
para mimetizar as condi¢des usuais de maior suscetibilidade a infeccdo. A ciclofosfamida (Cy)
é um farmaco alquilante citotoxico que afeta principalmente proliferacdo de compartimentos
linfdcitos, esgotando rapidamente as células B e T. Cy tem sido amplamente utilizada como
agente quimioterapico contra certos tumores sélidos e linfomas, reduzindo a massa tumoral,
contudo possui emprego amplo em doengas autoimunes, por seu papel imunossupressor
(Shirani et al., 2015). Nosso grupo tem utilizado com sucesso a Cy como imunossupressor,
aumentando a suscetibilidade de camundongos a infeccdo por Encephalitozoon, sendo
observadas reducdes expressivas nas populagdes de células T CD8, T CD4, B-1 e B-2, bem
como de macrofagos, em diferentes locais de anélise, como peritdnio, baco, soro, pulmdes e
intestinos. Dessa forma, camundongos tratados com Cy constituem um modelo biologico ja
consolidado para estudos de encefalitozoonose (Lallo, Hirschfeld, 2012; da Costa et al., 2017;
Francisco Neto et al., 2017; Langanke dos Santos et al., 2018; De Moura et al., 2019; Figuerédo

Moreira et al., 2022; Moyses et al., 2022). Recentemente, foi demonstrado que camundongos



C57BL/6 imunossuprimidos com Cy e infectados com E. cuniculi apresentaram redugéo nas
populacbes de macrofagos e de linfocitos T CD4, T CD8, B-1 e B-2, porém houve predominio
de macrofagos M1 associado ao aumento sérico de citocinas Thl (IFN-y, TNF-a, IL-2), Th2
(IL-4), Th17 e maior carga fungica. Entretanto, foi demonstrado in vitro, que E. cuniculi foi
capaz de alterar o perfil de macrofagos previamente polarizados para M1 para o perfil M2, nos
quais o patégeno pode sobreviver e se multiplicar (Dalboni et al., 2021; Camargo Konno et al.,
2023). Estudos sugerem que diferentes suscetibilidades as infeccdes estdo fortemente
vinculadas as funcbes do sistema imunolodgico inato, em parte atribuidas a polarizagdo dos
perfis de macréfagos M1 e M2 (Mills et al., 2012). Em conjunto, esses dados ressaltam a
importancia da imunidade inata, objeto dos nossos estudos com encefalitozoonose.

Os inflamassomas sdo um conjunto de complexos proteicos intracelulares que permitem
a ativacdo autocatalitica de caspases inflamatorias, como a caspase-1, que modulam as
respostas imunes do hospedeiro, liberando citocinas pro-inflamatérias e induzindo piroptose
(Zitvogel et al., 2012). Nas infecgOes, a ativagdo dos inflamassomas promovem a maturagao
de citocinas IL-1p e IL-18, sendo essa ultima uma indutora da resposta de IFN-y. Dessa forma,
os inflamassomas evitam a replicacdo bacteriana e viral e eliminam as células infectadas pela
piroptose (Kumar et al., 2009; Lamkanfi, Dixit, 2011).

Foi demonstrado que o veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (C.d.terrificus)
determina uma modulacdo negativa do sistema imunol6gico em estudos in vivo, com reducdo
na producdo de anticorpos anticrotalicos (Cardoso, Mota, 1997). Tal achado tem motivado
estudos fisiopatoldgicos com as fracdes constitutivas do veneno, dentre as quais se destaca de
forma relevante a capacidade imunomoduladora da fragdo denominada crotoxina - CTX
(Sartim et al., 2018). Pesquisas mostraram que a CT X inibiu a proliferacdo de células esplénicas
e a secrecdo de citocinas in vitro (Rangel Santos et al., 2004), a atividade fagocitaria e a
migracdo de macrofagos peritoneais residentes (Sampaio et al., 2003; Nunes et al., 2010), o
recrutamento de linfdcitos e a producdo de anticorpos (Zambelli et al., 2008). Adicionalmente,
em modelos animais, a administracdo de uma dose de CTX inibiu o edema, a migracéo celular
e as interagdes entre os leucacitos e endotélio induzida pela carragenina e pelo BCG, sendo 0s
efeitos atribuidos a ativacéo de receptores peptidio formil, menor expressdo de moléculas de
adesdo (P-selectina e ICAM-1) e inibicdo da secrec¢do de citocinas pro-inflamatorias (Nunes et
al., 2007; Nunes et al., 2010; da Silva et al., 2013). Adicionalmente, macrofagos infectados
com Leishmania amazonensis, os quais apresentam predominancia do perfil M2 mais
permissivo ao desenvolvimento do protozoario, apresentaram maior polarizagdo para M1 ap6s

o tratamento com CTX (Farias et al., 2017). O aumento da producéo de 0xido nitrico e citocinas



pro-inflamatérias (IL-6 e TNF- a) demonstraram a maior atividade microbicida dos
macrofagos, revertendo a acdo anti-inflamatéria causada pelo protozoario, como mecanismo
de escape da imunidade. In vitro, o tratamento com CTX de macréfagos peritoneais aderentes
desafiados pelo E. cuniculi determinou aumento do perfil microbicida M1, com elevada
producdo das citocinas TNF-a e IL-6, aumento de morte de macréfagos por necrose e reducao
da capacidade proliferativa dos esporos recuperados de macréfagos (Nascimento, 2023),
confirmando a acdo microbicida e corroborando os resultados de Farias et al. (2017). Esses
resultados sugerem que a CTX poderia potencializar a resposta microbicida contra esses
patdgenos e contribuir no progndstico das infeccgdes.

Considerando a possibilidade de a CTX modular macréfagos desafiados com E.
cuniculi para o perfil M1, padrdo menos permissivo ao patdégeno (in vitro), o objetivo do
presente trabalho foi avaliar os efeitos da CTX sobre a resposta imune de camundongos

imunossuprimidos com Cy e desafiados com E. cuniculi.



METODOS

Camundongos

Os camundongos isogénicos da linhagem Balb/c (n=25), specific pathogen free (SPF),
com 8 a 12 semanas de idade, 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 micro isoladores com capacidade para cinco animais, em cada gaiola, com controle
de luminosidade em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 22 a 24°C, umidade
relativa do ar de 45 a 55% e ventilagdo. Os animais receberam ad libitum racdo peletizada
irradiada e agua esterilizada por autoclavagem. Todos os procedimentos realizados foram
aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (protocolo
namero 1528190220).

Cultura de E. cuniculi

Os esporos de E. cuniculi foram cultivados em células RK-13 (Rabbit Kidney-13,
ATCC CCL 34) mantidas em meio RPMI suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% e
gentamicina (20 mg/mL), incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO2, Laboratério de
Cultura Celular da Universidade Paulista. A cada 7 dias, o sobrenadante da cultura foi coletado
e centrifugado por 30 minutos a 500 g para obtencdo dos esporos contidos no sedimento. Os
esporos coletados do sobrenadante foram lavados 3 vezes em solugdo tampdo fosfato-salina
(PBS) e armazenados a 4°C. Para contagem dos esporos E. cuniculi foi utilizada a camara de
Neubauer (Hornitzky, 2008).

Tratamento com ciclofosfamida (Cy) e com crotoxina (CTX)

Vinte camundongos receberam 200 mg/kg de Cy por via intraperitoneal (Genuxal®,
Asta Médica Oncologia, S&o Paulo, Brasil), sendo duas doses administradas antes da
inoculacdo do patogeno (7 e 3 dias antes) e mais duas doses apoés a infecgdo (4 e 11 dias). No
total foram 4 doses por todo o periodo experimental (Lallo, Hirschfeld, 2012).

A CTX foi gentilmente cedida pela Dra. Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni do
Laboratorio de Fisiopatologia do Instituto Butantan — Sdo Paulo. A concentragao estoque 2,3
mg/mL obtida em solugéo de purificacdo conforme descrito por Silva et al. (2013). A partir
desta, foram separadas em aliquotas para cada experimento, sendo mantidas a -20°C e

descongeladas apenas no momento do uso. A dose de 44 ug/kg de peso foi utilizada, sendo
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observada auséncia de sinais clinicos tipicos de envenenamento, de acordo com estudos
anteriores (Sampaio et al., 2003; Zambelli et al., 2008). A CTX foi aplicada em dose Unica, via

subcutanea na regido dorsal, simultaneamente com a inoculacgéo de E. cuniculi.

Delineamento experimental

Os camundongos foram distribuidos em 5 grupos: (a) Controle (n=5) — camundongos
sem tratamento, imunossupressao e infec¢do; (b) Cy (n=5) — camundongos imunossuprimidos
com Cy; (c) Cy-CTX (n=5) — camundongos imunossuprimidos com Cy e tratados com CTX;
(d) Cy-Infectado: camundongos imunossuprimidos e infectados com E. cuniculi, (e) Cy-
Infectado-CTX (n=5) — camundongos imunossuprimidos com Cy, inoculados com E. cuniculi
e tratados com CTX (Fig. 1). O tratamento imunossupressor foi realizado com 4 doses de Cy,
sendo duas aplicadas antes da infeccdo experimental, no 7° e no 3° dia antes da inoculacao, e
duas ap0s a infecgdo, no dia 4 pos-infecgéo e 11° dia pos-infeccdo (DPI). O dia 0 (zero) foi
considerado o dia da inoculago intraperitoneal de 1x10’esporos de E. cuniculi por animal, nos
grupos infectados. Nesse mesmo dia, foi realizado o tratamento com CTX por via subcutanea,
com uma unica dose de 44 ug/kg de peso. Ao completar 14 dias de infecgdo, os camundongos
individualmente foram pesados, e depois realizada a eutanasia pelo aprofundamento anestésico
com solucdo contendo quetamina, xilazina e acepromazina. Com a evidéncia da parada
cardiorrespiratoria, foram realizados os seguintes procedimentos experimentais: - coleta de
sangue total em EDTA para separacdo do plasma destinada a dosagem de citocinas Thl, Th2 e
Th17, e os leucdcitos foram utilizados para analisar as expressdes de Nlpr3, IL-1, ASc e Casp;
- lavado peritoneal e coleta do baco para separacdo e identificacdo fenotipica de células
inflamatorias por citometria de fluxo; - andlise histopatoldgica de fragmentos do figado, -
mensura¢do da carga fungica no figado pela qPCR. Todos os procedimentos serdo detalhados

abaixo.
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Controle (n=5) Cy-ndo-infectado (n=5) Cy-infectado (n=5)

Cy-CTX (n=5) Cy-CTX-infectado (n=5)

-7 dias da -3 dias da 4 dias ap6s a 11 dias apés 14 dias apos a
infeccdo infec¢do o infecgdo a infecgio infec¢do

Tratamento Tratamento Infecgdo Tratamento Tratamento Eutanasia, coleta e
com Cy (12. com Cy (22. intraperitoneal com Cy (32. com Cy (32. processamento das
Dose) Dose) com E. cuniculi Dose) Dose) amostras
+ Tratamento
com CTX

*Analise histopatdlogica do figado
*Fenotipagem das células do bago e lavado peritoneal por citometria de fluxo
*Dosagem de citocinas Th1l, Th2 e Th17 no plasma
*Quantificacdo da expressdao de NLRP3, IL-1, ASC e Casp nos leucdcitos do sangue

*Carga fungica do figado

Figura 1. Delineamento experimental. Camundongos Balb/c foram tratados ou ndo com ciclofosfamida
(Cy) ou crotoxina (CTX) e infectados ou ndo com esporos de Encephalitozoon cuniculi sendo
distribuidos nos grupos: Controle — sem tratamento ou infeccdo, Cy-ndo-infectado (n=5) —
camundongos imunossuprimidos com Cy e ndo-infectados com o patégeno; Cy-CTX (n=5) —
camundongos  imunossuprimidos com Cy e tratados com CTX; Cy-Infectado: camundongos
imunossuprimidos com Cy e infectados com E. cuniculi, Cy-Infectado-CTX (n=5) — camundongos
imunossuprimidos com Cy, infectados com E. cuniculi e tratados com CTX. Os animais receberam 4
doses de Cy, duas antes e duas apos a infeccdo. Apos 14 dias de infecgdo, foram coletadas amostras:
sangue total para separar plasma para verificagdo dos niveis de Thl, Th2 e Th17 e nos leucdcitos
circulantes anélise das expressdes de Nlpr3, IL-1, ASc e Casp. Lavado peritoneal e baco para

fenotipagem de células imunes. Figado para anélise histopatologica e mensuragao da carga fangica.

Necropsia e coleta de amostras
Aos 14 DPI, a eutanésia foi realizada pelo aprofundamento anestésico com solugéo de
guetamina (100 mg/Kg), xilazina (2,5 mg/Kg) e acepromazina (2,5 mg/Kg) administrada por

via intraperitoneal. O sangue, coletado por puncéo cardiaca, colocado em frasco de hemograma
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com EDTA, centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm para separacdo do plasma, que foi
congelado a -80°C e usado para mensuracgdo das citocinas.

Entdo o sedimento celular foi tratado com tampdo hemolitico, por duas ou 3 vezes, para a
completa eliminacdo das hemécias. ApoOs essas etapas foi lavado com tampao MACS,
elaborado com PBS acrescido de 1% de BSA e 0,75% de EDTA. Os leucdcitos totais foram
armazenados a -80°C até os procedimentos de extracdo de RNA.

Depois da divulsdo da pele da regido abdominal, procedeu-se o lavado peritoneal com
introducao de 10 mL de tampdo Macs, em seguida foi centrifugado por 5 minutos a 1.500 rpm
e o sedimento foi distribuido em placa com 96 pogos e fundo em V e utilizados para
fenotipagem. As células do baco foram mecanicamente dissociadas em cell strainer de 70 pm,
com auxilio de um émbolo de seringa de 5 mL. Para eliminacdo das hemaécias, as células
esplénicas foram tratadas com tampédo hemolitico por duas vezes e, ao final, o sedimento
contendo leucécitos foi distribuido em placa com 96 pocos e fundo em V e utilizados para
fenotipagem.

O figado foi coletado e seu peso total foi mensurado. Um lobo constante foi separado,
pesado e congelado a -80°C até o dia da extracdo de DNA. O restante do figado foi fixado em

formol tamponado a 10% por 72h e processado para analise histopatoldgica.

Anélise histopatologica

Fragmentos do figado foram processados rotineiramente para andlise histopatoldgica,
incluidos em parafina. Cortes histoldgicos de 5 um foram dispostos em laminas de vidro e
corados pela técnica de Hematoxilina & Eosina (HE) e examinados a microscopia de luz (Leica
DMLD, Greenville, SC, USA).

Fenotipagem dos componentes imunoldgicos

As amostras celulares do lavado peritoneal e baco foram obtidas conforme ja descrito.
Os pellets celulares foram incubados por 20 minutos em banho de gelo com anticorpo anti-
CD16/CD32 para o bloqueio dos receptores Fc. Posteriormente, as células foram lavadas em
tampao MACS e separadas em quatro partes iguais para a marcagdo com diferentes painéis de
anticorpos, conforme descrito a seguir: PAINEL 1 para caracterizacdo das subpopulacdes de
linfécitos B, composto por anti-CD23 de camundongo conjugado a Fluorescein Isothiocyanate
— FITC (BD Biosciences), anti-CD19 de camundongo conjugado a Peridinin Chlorophyll
Protein Complex — PerCP (BD Biosciences), anti-CD11b de camundongo conjugado a

Allophycocyanin — APC (BD Biosciences) e anti-CD5 de camundongo conjugado a
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Phycoerithrin — PE (BD Biosciences); PAINEL 2 para caracterizacdo de macrofagos e perfil
M1 e M2, composto pelos anticorpos anti-CD11b de camundongo conjugado a FITC (BD
Biosciences), anti- F4/80 de camundongo conjugado a PE (Ebioscience), anti-CD40 de
camundongo conjugado a Phycoerithrin with cyanin dye 5 — PE-Cy5 (BD Biosciences) e anti-
CD206 de camundongo conjugado a Alexa fluor 647 (Ebioscience); PAINEL 3 para
caracterizagdo da ativacdo de macrofagos, composto pelos anticorpos anti-CD11b de
camundongo conjugado a Peridinin Chlorophyll Protein Complex with cyanin dye 5 — PerCP-
Cy5 (BD Biosciences), anti- F4/80 de camundongo conjugado a PE (Ebioscience), anti-CD80
e anti-CD86 de camundongo conjugado a FITC (Ebioscience); PAINEL 4 para caracterizacéo
de linfécitos T, composto pelos anticorpos anti CD4 de camundongo conjugado a PerCP-Cy5
(BD Biosciences) e anti-CD8 de camundongo conjugado a FITC (BD Biosciences). Apés a
incubacdo, as células foram lavadas com tampédo MACS, o sobrenadante descartado e as células
dos painéis 1 e 2 foram fixadas em solucdo tamponada de paraformoldeido (PFA) 1% para
leitura posterior. Para remover o PFA, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 5 minutos
com 1500 rpm, e ressuspendidas em PBS (200 uL) para realizacdo da leitura em citdmetro de
Fluxo BD Accuri™ C6 (BD Pharmigem). As células processadas para os painéis 3 e 4 foram
submetidas a fixacdo e permeabilizacdo para marcacdo intracelular com os anticorpos anti-IL-
12 (p40/p70) de camundongo conjugado a APC (BD Biosciences), respectivamente e anti-IFNy
de camundongo conjugado a APC (Ebioscience). Brevemente, o pellet celular foi fixado com
solucéo Fixation/Permeabilization contida no BD Cytofix/Cytoperm™
Fixation/Permeabilization kit (BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C, lavado com solucéo
Perm/Wash do mesmo kit e incubadas por 30 minutos a 4°C, no escuro, em solucdo
Perm/Walsh contendo os anticorpos anti-citocinas. As amostras foram lavadas em solucao
Perm/Wash e ressuspendidas em 200uL de PBS para leitura no citbmetro de Fluxo BD
Accuri™ C6 (BD Pharmigem).

Fenotipicamente as células foram assim caracterizadas: linfocitos B-1 totais
(CD19°CD23)), linfécitos B-1la (CD19°CD23CD5"), linfécitos B-1b (CD19°CD23°CD5),
linfocitos B-2 (CD19*CD23"), macrofagos totais (F4/80°CD11b™), linfécitos T CD4 (CD4"),
linfocitos T CD8 (CD8"). As moléculas de ativacdo de macréfagos, as que caracterizam o perfil
M1 e M2 em macrdfagos e a expressao das citocinas foram avaliadas pela mediana da
intensidade de fluorescéncia expressa na populacdo de interesse. Todos os dados foram

avaliados no software FlowJo V10.0 (BD Biosciences).
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Quantificacao das citocinas

O plasma sanguineo foi descongelado e preparado de acordo com as normas técnicas
determinadas pelo fabricante do kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD Biosciences,
Mountain View, CA, USA) para deteccdo de IL-2, IL- 4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e IFN-y.
Brevemente, 20 puL de cada amostra foram incubados juntamente com 20 pL das beads de
captura, especificas para cada citocina, conjugadas a APC e com 20 L do anticorpo secundario
conjugado a PE, por duas horas em temperatura ambiente protegidas por luz. Posteriormente,
as amostras foram lavadas com wash buffer, centrifugadas e ressuspendidas no mesmo tampéo
para analise de 2 cores por citdmetro de fluxo BD Accuri™C6 (BD Biosciences, Mountain
View, CA). As andlises foram realizadas usando o software de analise FCAP Array software
versdo 3.0 (BD Biosciences, San Diego,CA, USA), os dados foram plotados em Excel, 0s
limites de deteccdo respeitados, conforme indicacdo do fabricante e posteriormente

representados em gréficos.

Extracdo de RNA total de leucécitos

Apdbs o descongelamento dos leucocitos, o RNA total foi isolado das amostras
utilizando o método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol. Apds homogeneizacdo das amostras
em 250 pL do reagente TRIzol® a separagédo da fase aquosa foi realizada pela adi¢éo de 0,2
mL de cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela centrifugacéo (14.000
rpm) por 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo, a fase aquosa foi coletada
(sobrenadante) em tubos novos devidamente identificados, em seguida, 0 RNA foi precipitado
pela adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA).
Apos a incubacdo por 10 minutos a temperatura ambiente as amostras foram novamente
centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos). Ao término da centrifugacdo o isopropanol foi
descartado por inversdo e 0 RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75%. A quantidade
e pureza do RNA extraido foi estimada em aparelho de espectrofotometria apds sua
ressuspensdo em 20 uL de &gua DEPC, utilizando as raz6es OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230

(> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience) e armazenados a - 80°C.

Sintese de DNA complementar (cDNA)

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da reagéo de transcricéo reversa
de 2000 ng de RNA total na presenca de 2 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript
I, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrugdes recomendadas pelo

fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em rea¢do com volume final de 20 pL contendo
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500 uM de dNTP, 25 pg/mL de OLIGO dT, 1X solucdo tampéo de primeira fita, 40 U de
inibidor de RNase, 10 uM de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente, a mistura de RNA,
agua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de possiveis
estruturas secundarias. Em seguida a reacdo de sintese aconteceu durante 50 minutos a 50°C
com posterior inativacdo enzimatica a 85°C por 5 minutos. Apds o término da reacdo o cDNA

sintetizado foi diluido para concentracéo final de 100 ng/ul e armazenado a -20°C.

Quantificacdo da expressédo génica do inflamassoma NRLP3 por Reacdo em Cadeia da
Polimerase quantitativo em Tempo Real (q-PCR)

Para o estudo do padrdo de expressdao génica as reacBes foram realizadas com
iniciadores especificos (Tabela 1) e tiveram como controle enddgeno o gene Rnu6. Todas as
reacOes tiveram volume final de 10 uL; contendo 5 uL de SYBR Green | Master, 0,4 uM de
iniciadores especificos, 1 uL do cDNA sintetizado e g.s.p. de agua Milli-Q Rnase free. A
quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico comparativo
272t Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela média do Ct do gene
controle, resultando em um ACt. Para o célculo da expressao substituimos o valor de ACt obtido
na formula 272, Os valores finais foram apresentados como raz&o entre a expressdo do gene
alvo em relacdo a expressao génica do gene utilizado como normalizador. Os resultados foram
expressos como média * desvio padrdo de 5 animais independentes realizados em duplicata

técnica normalizados em relagédo ao grupo controle (atribuido valor 1).

Tabela 1. CondicBGes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo da

expressao génica.

Gene (ID) Primer Sequéncia 5'- 3' Condicdes da reagao Tamanho do produto (ph)

Forward AT ACC CGC CCG AGA AAG G
Nrip3 (12461) O 95°C -15s; 58°C - 30s; 72°C - 30s 141
Reverse  TCG CAG CAA AGATCC ACA CAG

Forward  AGA CAT GGG CTT ACA GGA
Ascl(14433) OO 95°C -15s; 60°C - 30s; 72°C - 30 256
Reverse  CTCCCTCATCTTGTCTIGG

Forward  TGAAAG AGG TGA AAG AATT
Caspase1(14433) " 95°C -155; 59°C - 30s; 72°C - 30s 386
Reverse  TCTCCAAGA CACATTATCT

Forward  GAC CTT GGA TGA GGA CA
I1p (16176) O 95°C -15s; 60°C - 30s; 72°C - 30s 183
Reverse  AGC TCATAT GGG TCC GAC AG

Forward  CTCGCTTCG GC AGC ACA
Rnu (19862) o 95°C - 155; 60°C - 30s; 72°C - 30s 9
Reverse  AACGCTTCA CGA ATT TGC GT

ID = nimero de identificagdo do gene, pb = pares de base.
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Carga fangica

A carga fungica foi determinada pela quantificagdo baseada em PCR em tempo real
(gPCR) do DNA gendmico fungico presente no tecido hepatico. Apos a eutanasia, o figado foi
pesado e uma quantidade constante de lobo hepético foi posteriormente congelada em
RNAlater. O kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®) foi utilizado conforme
instrugGes do fabricante e protocolo descrito por Moretto et al. (2015). As reagGes em cadeia
da polimerase quantitativa (qQPCRs) foram realizadas utilizando o QuantStudio™ 5 System
Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e os sistemas Syber Green
(Promega Corporation©, EUA). A amplificacdo foi realizada em um volume total de 25
uL/reagdo contendo 12,5 puL do kit GoTaq® qPCR Master MixT® (Promega Corporation©,
EUA) juntamente com 5 pL. do DNA modelo e respectivos primers (20pmol). Os controles de
qualidade incluiram amostras de DNA positivas obtidas de suspensdes purificadas e controles
ndo-modelo (NTC).

Fragmentos de DNA sintético (gBlock® Gene Fragment, IDT, lowa, EUA) foram
utilizados para estabelecer curvas padréo. A regido alvo de 326 pb foi extraida do gene 18S
rRNA da cepa de referéncia Donovan E. cuniculi (NCBI: txid X98470.1). DiluicGes seriadas
de dez vezes de gBlock® foram utilizadas para construir as curvas padrdo, atingindo de 2,8 x
108 a 2,8 x 102 copias do gene por uL (GC/uL) em cada ciclo de amplificagdo (Cq) para o gene
18S rRNA de E. cuniculi. A curva padrao foi gerada utilizando regressao linear da relagao entre
o valor do ciclo de quantificacdo e o numero de cdpias. Apos a amplificacdo, os valores
guantificados em numero de copias (GC/uL) foram entdo convertidos em namero de
esporos/mg, considerando o nimero de cdpias genémicas determinados em 22 cOpias para o
18S rRNA (Katinka et al., 2001).

Anélise Estatistica
As comparacdes estatisticas foram feitas por analise de variancia (ANOVA) e pelos pds
teste de Tukey. Todos os valores relatados como a média + erro padrdo com significancia para

valores menores que P <0,05.
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RESULTADOS

Tratamento com CTX reduziu a carga fungica

No grupo de camundongos tratados com Cy houve reducdo do peso corporal dos
animais em cerca de 10% em comparacao ao grupo controle, sendo atribuida ao efeito sistémico
do farmaco (Fig. 2). Ao introduzir o tratamento com CTX, observou-se uma perda de peso
maior, em média 14%. Contudo, a maior reducéo do peso corporal foi atribuida a infeccao pelo
E. cuniculi de camundongos tratados com Cy (grupo Cy+infectado), que foi em meédia de 21%
(Fig. 2). No grupo de camundongos tratados com Cy e CTX infectados com o fungo, notou-se
discreta balango positivo no peso corporal, com perda de peso média em torno de 14%,
sugerindo que a CTX influenciou na menor de perda de peso, apesar da infec¢do pelo E.
cuniculi e da imunossupressao com Cy (Fig. 2)

A andlise histopatoldgica mostrou infiltrado inflamatdrio leucocitério no parénquima
Ou junto a veia porta de animais tratados com Cy e/ou CTX, com predominio de neutrofilos
(Fig. 3A, 3B). Nos grupos infectados com E. cuniculi, Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, 0s
infiltrados inflamatdrios constituidos majoritariamente por células mononucleares, eram mais
frequentes e maiores, localizados no parénquima hepético e junto a veia porta (Fig. 3C, 3D),
evidenciando que a infeccdo determinou a exacerbacdo da resposta inflamatoria. A partir do
tecido hepatico dos 2 grupos infectados, Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, foi realizada a
extracdo do DNA flangico para a mensuracdo da carga do patégeno, sendo observada maior
carga fangica no grupo Cy-infectado, indicando reducdo da carga fungica frente ao tratamento
com CTX (Fig. 3E).
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Figura 2. Analise das médias dos pesos corporais (em gramas) dos animais dos distintos grupos tratados

(+) ou ndo (-) com ciclofosfamida (Cy) e/ou crotoxina (CTX) e infectados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi.

Andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pds-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente

significantes, p<0,01**.
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Figura 3. Lesdes histopatoldgicas em tecido hepético associadas aos tratamentos, com ciclofosfamida
(Cy) e crotoxina (CTX) e a infecgdo pelo E. cuniculi e andlise comparativa da carga fangica do figado.
A) Fotomicrografias do parénquima hepatico de camundongos tratados com Cy e ndo infectado,
presenca de discreto infiltrado inflamatério leucocitéario (seta). B) Fotomicrografias do parénquima
hepético de camundongos tratados com Cy e CTX e ndo infectado, notar a presenca (seta) de discreto
infiltrado neutrofilico periportal. C) Fotomicrografias do parénquima hepético de camundongo tratado

com Cy e infectado com E. cuniculi apresentando intenso infiltrado leucocitario portal (seta). D)
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Fotomicrografias do parénquima hepatico de camundongo tratado com Cy e CTX e infectado com E.
cuniculi apresentando infiltrado leucocitario (seta) portal. E) Comparacéo entre a carga fungica obtida
pela gPCR dos grupos Cy-Infected (camundongo tratado com Cy e infectado com E. cuniculi) versus

Cy-CTX-Infected (camundongo tratado com Cy e CTX e infectado com E. cuniculi) (Coloracdo HE).

Infeccéo pelo E. cuniculi e tratamento com CTX e/ou Cy aumentaram a polarizagéo de
macrofagos peritoneais para o perfil M2

A andlise fenotipica dos macrofagos peritoneais demonstrou menor percentual dessa
populagdo nos animais Cy-infectados pelo E. cuniculi em relagéo aos demais grupos (Fig. 4A),
esse mesmo achado foi observado em relacdo ao nimero absoluto, um dos menores entre 0s
demais grupos que receberam um dos tratamentos (Fig. 4B). O nimero absoluto de macréfagos
estava aumentado nos grupos Cy-ndo-infectado e Cy-CTX-ndo-infectado em comparacdo ao
grupo controle (Fig. 4B). No Cy-CTX-infectado, uma tendéncia de aumento da populagéo de
macrdfagos foi observada (Fig. 4B).

Adicionalmente, nos macréfagos peritoneais foi demonstrada reducdo da mediana de
intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD40 (Fig. 4C) e aumento de MFI para CD206 (Fig.
4D) nos grupos Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, indicando que a populacdo de macréfagos
peritoneais apresentava mais o perfil polarizado para M2 (CD11b*/F4-80*CD206"9"). Para
complementar, a razdo da MFI CD40/CD206 confirmou esse perfil, evidenciando reducdo da
populacdo M1 (CD40) em relacdo a populacdo M2 (CD206), de forma semelhante aos grupos
Cy-ndo-infectados e Cy-CTX-ndo-infectado (Fig. 4E). Corroborando esses resultados,
macrdfagos peritoneais dos animais Cy-CTX-infectados tinham menor MFI de CD80 e CD86
(Fig. 4F) e menor expressdo de IL-12 (Fig. 4G, 4H). Esses resultados indicam predominio do
perfil M2 para os macrdfagos peritoneais de camundongos infectados, demonstrando a
capacidade do patdgeno em modular a atividade de macréfagos in vivo e, ao contrario do que
foi observado in vitro, no momento observado, aos 14 dias de infeccdo, a CTX potencializou o

perfil anti-inflamatorio de macrofagos.
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Figura 4. Avaliacdo da populacdo de macrofagos presentes no lavado peritoneal de camundongos
tratados (+) ou ndo (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou néo (-) com E. cuniculi.
A) Percentual (%) de macréfagos totais CD11b*F4/80*. B) Numero absoluto de macréfagos
CD11b*F4/80*. C) Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD40 em macro6fagos
CD11b*F4/80*. D) MFI de CD206 em macrofagos CD11b*F4/80*. E) Razdo entre MFI CD40/ CD206
dos macréfagos CD11b*F4/80*. F) MFI de CD80 e CD86 em macrofagos CD11b*F4/80*. G) % de
macrofagos CD11b*F4/80* positivos para IL-12A. H) MFI de IL-12A em macréfagos CD11b*F4/80".
Anélise de variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou diferenca estatistica, p<0,05*,
p<0,01**, p<0,001***,
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No baco ndo houve diferenga no percentual da populacdo dos macrdéfagos nos grupos
estudados (Fig. 5A), no entanto, a MFI do CD80/CD86 foi menor no grupo Cy-CTX-infectado
(Fig. 5B), quando comparado ao Cy-ndo-infectado e ainda, no grupo (Cy-CTX-infectado), a
MFI de IL12-A estava reduzida (Fig. 5C), o que remete a diminuicdo da resposta inflamatoria

nessa populacéo, corroborando o perfil visto no peritonio.
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Figura 5. Avaliacdo dos macrofagos do bago de camundongos tratados (+) ou ndo (-) com
ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A) Percentual (%) de
macrdéfagos CD11b*F4/80*. B) Mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD80 e CD86 em
macrofagos CD11b*F4/80*. C) MFI de IL-12A em macrofagos CD11b*F4/80*. Andlise de variancia

(ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou diferenca estatistica, p<0,05*.

Cy reduziu as populacgdes de células B com excepcional predominio da populagdo de B-
1b nos grupos infectados

A imussupressdo com Cy reduziu a populacdo de células B-1 e B-2 tanto no peritnio
quanto no baco (Fig. 6A, 6B, 6C e 6D), em adicdo, a infec¢do pelo E. cuniculi também reduziu
a populagdo de celulas B-2 do peritonio (Fig. 6C). Dentre as subpopulagdes de células B-1, nos
grupos nado infectados, as células B-la predominaram (Fig. 6E). Contudo, nos grupos
infectados (Cy-infectado e Cy-CTX-infectado) houve predominio de B-1b, com populacdo
variando de 60 a 95% das células B-1 (Fig. 6F).
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Figura 6. Avaliacdo das células B presentes no lavado peritoneal e no bagco dos camundongos tratados

(+) ou ndo (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A)
Percentual (%) de linfécitos B-1 CD19*CD23 do lavado peritoneal. B) Percentual (%) de células B-1
CD19*CD23 do bago. C) Percentual (%) de células B-2 CD19*CD23*do lavado peritoneal. D)
Percentual (%) de células B-2 CD19*CD23*do baco. E) Percentual (%) de linfocitos B-1a CD19*CD23
CD5*do lavado peritoneal. F) Percentual (%) de linfocitos B-1b CD19*CD23-CD5 do lavado peritoneal.

A andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pds-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,01**.
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Aumento da expressdo MFI de IFN-y em linfocitos T

Foi demonstrada reducéo no percentual de linfécitos T CD8%e T CD4" quantificados no
lavado peritoneal e no baco dos animais dos grupos Cy, Cy-CTX, Cy-infectado e Cy-infectado-
CTX em comparacdo com o grupo controle, demonstrando que a Cy foi a responsavel pela
supressdo das células T (Fig. 7). Contudo, identificou-se maior MFI para IFN-y nos linfocitos
T CD8% T CD4" nos grupos infectados com E. cuniculi (Cy-infectado e Cy- CTX-infectado),
sendo maior ativacdo dos linfocitos provocada pela infeccédo (Fig.7 B, D, F, H). Embora sem
diferencas estatisticas, existe uma tendéncia de maior MFI para IFN-y nos grupos Cy e Cy-
CTX, fato que aponta para um estado mais ativado para esses linfocitos T CD4 e CD8 (Fig 7
B, D, F, H).

CTX intensificou o perfil inflamatério Thl e Thl7 e a ativacdo do inflamassoma NLRP3
dos camundongos infectados

As citocinas pro-infamatérias TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-6 estavam aumentadas no
plasma dos grupos Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, o que pode ser associado a resposta
inflamatdria consequente a infeccdo pelo E. cuniculi (Fig. 8). Vale destacar que 0 aumento de
IFN-y nos animais do grupo Cy-CTX-infectado foi cerca de 10 x superior aos animais Cy-
infectado (Fig. 8A). Em adicéo, as citocinas IL-2, IL-6 e IL-17 também demonstraram aumento
no grupo Cy-CTX-infectado, revelando padréo mais inflamado desse grupo quando comparado
aos demais grupos (Fig. 8B, 8C, 8D). A citocina anti-inflamatéria IL-4 aumentou apenas no
grupo Cy-CTX (Fig. 8E), enquanto IL-17 estava aumentada apenas no grupo Cy-CTX-
infectado (Fig. 8F).

Foi analisada a expresséo relativa dos genes relacionados ao inflamassoma complexo
NLRP3 em leucdcitos coletados do sangue periférico, sendo constatado expressdo aumentada
de mRNA para NLRP3 para todos os grupos tratados com Cy e/ou CTX e infectados ou ndo
com E. cuniculi (Fig. 9), contudo, somente o grupo Cy-CTX-infectado apresentou maior
expressao relativa de genes que codificam a caspase-1 e IL-1p, identificando a expressédo do

complexo como um todo.
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Figura 7. Avaliacdo dos linfocitos T presentes no lavado peritoneal e no bago dos camundongos
tratados (+) ou ndo (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi.
A) percentual de Linfocito T CD8" do lavado peritoneal. B) Mediana de intensidade de fluorescéncia

(MFI) de IFN-y em linfécito T CD8* do lavado peritoneal. C) Linfdcito T CD4* do lavado peritoneal.
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D) MFI de IFN-y em linfécito T CD4* do lavado peritoneal. E) Percentual (%) de Linfocito T CD8* do
baco. F) MFI de IFN-y em linfécito T CD8* do baco. G) % Linfécito T CD4* do baco. H) MFI de IFN-
vy em linfocito T CD4* do bago. A anlise de varidncia (ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey
revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***
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Figura 8. Mensuragéo de citocinas Thl, Th2 e Th17 (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-6, IL-4, IL-17) no plasma
de camundongos tratados (+) ou ndo (-) com ciclofosfamida e/ou crotoxina e infectados (+) ou nédo (-)
com E. cuniculi. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou diferencas

estatisticas, p<0,05*, p<0,01**.
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Figura 9. Expressdo de RNA mensageiro (mRNA) para NLRP3, ASC, Caspase 1 e IL-1p em leucécitos

coletados do sangue periférico de camundongos submetidos a diferentes tratamentos: Control —

camundongos ndo tratados e ndo infectados; Cy-Uninfected; - camundongos tratados somente com Cy

e ndo infectados; Cy-CTX - camundongos tratados com Cy + CTX e ndo infectados; Cy-Infected -

camundongos tratados com Cy e infectados com E. cuniculi; Cy-Infected-CTX - camundongos tratados

com Cy + CTX e infectados com E. cuniculi. A) Expressdo relativa de mRNA para NLRP3 em

leucécitos circulantes. B) Expressdo relativa de mRNA para ASC em leucdcitos circulantes. C)

Expressdo relativa de mMRNA para Caspase 1 em leucdcitos circulantes. D) Expressao relativa de mRNA

para IL-1B em leucdcitos circulantes. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey

revelou diferengas estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,
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DISCUSSAO

Os resultados aqui apresentados mostram que o tratamento com CTX de camundongos
infectados pelo E. cuniculi acentuou o perfil pro-inflamatério, com aumento plasmatico de
citocinas Thl e Th17 associado a maior expressao do inflamassoma NLRP3 e reducdo da carga
fangica, resultados que corroboram o incremento da atividade microbicida para esse grupo.
Apesar de serem observadas reducdes das populaces de macrofagos, células B e linfocitos T
nesse grupo, os linfécitos T CD4 e T CD8 tinham maior expressao de IFN-y, fato que reflete
seu estado de ativacdo em resposta ao patdgeno, mediada pela CTX. Por sua vez, o grupo Cy-
infectado apresentou aumento das citocinas Thl, porém em concentragdes menores e sem
ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3, o que aconteceu no grupo tratado com a CTX,
fato que ressalta a participacdo do inflamassoma nos mecanismos imunitarios contra E.
cuniculi, mediados por essa ativo bioldgico.

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos ativados em resposta as infec¢des,
inflamacGes e processos autoimunes. Em relacdo ao inflamassoma NLRP3, expresso em
células imunes da linhagem mieloide, como neutrofilos, mondcitos e células dendriticas,
acredita-se que patdgenos fungicos, bacterianos, virais e toxinas formadoras de poros induzam
perturbacdo citosélica que sdo detectadas pelo complexo NLRP3 (Lamkanfi, Dixit, 2011; Fu,
Wu, 2023). Esse complexo consiste no receptor semelhante a NOD NLRP3, na molécula
adaptadora ASC, na protease Caspase-1 que atua na transcri¢cdo, maturacéo e a producéo de IL-
1B (Lamkanfi, Dixit, 2014). No ambito da cascata do inflamassoma NLRP3, a caspase-1
desempenha um papel central na imunidade inata, respondendo aos sinais citosolicos e
iniciando uma resposta dupla. Primeiro, a caspase-1 induz a ativacdo e secrecdo de duas
citocinas pré-inflamatodrias, interleucina-1p (IL-1P) ¢ IL-18. Em segundo lugar, a caspase-1
desencadeia a piroptose, mecanismo de morte de células infectadas que remove o nicho
intracelular protetor do patdgeno e os torna suscetiveis a morte por um fagocito secundario
(Jorgensen, Miao, 2015). Pela primeira vez, nds demonstramos que o tratamento com CTX
promoveu aumento da expressao relativa dos genes associados ao inflamassoma NLRP3 nos
animais infectados, tornando-os mais inflamados e com menor carga flngica, corroborando o
conceito de que os estimulos gerados pela IL-1p sdo mediadores da inflamacéo e das respostas
imunes e que desempenham papel importante na atividade microbicida, agora demonstrada
contra E. cuniculi. Contudo, ndo se pode descartar a possibilidade da inducédo de piroptose de
células infectadas como forma de contencdo do patdégeno. A piroptose ndo foi descrita como

mecanismo de morte celular na encefalitozoonose, contudo tem sido identificada em relagéo a
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outros patogenos intracelulares (Yu et al., 2021).

Ao contrario dos nossos resultados, anteriormente foi relatada a inibi¢&o da secre¢éo de
citocinas em camundongos injetados com veneno total de Crotalus terrificus ou com a fracéo
CTX (Rangel-Santos et al., 2004). A CTX também foi capaz de exercer um potente efeito
inibitorio nas respostas humorais e celulares induzidas pela imunizagdo com albumina sérica
humana (HSA), mesmo quando injetada apds o desencadeamento da imunidade inata
(Favoretto et al., 2011). Embora a citocina IL-1 nao tenha sido quantificada em nosso estudo,
a expressao aumentada do inflamassoma NLRP3 associada com o aumento do perfil de
citocinas Thl e Th1l7, é exatamente oposta ao que foi relatado com a administracdo de CTX
em camundongos com colite murina experimental, nos quais houve redugéo da secregéo IL-1p,
IL-6 e TNF-o. nos homogenatos de segmento colénico e diminui¢do do influxo de células
inflamatdrias no intestino (Almeida et al., 2015).

Aumento das citocinas pré-infamatorias TNF-a, IFN-y, IL-2 e IL-6 foi evidenciado nos
grupos infectados e tratados com Cy e/ou CTX. Além da atuagdo da Cy sobre 0o DNA e RNA
celular, seus efeitos sobre o metabolismo resultam na producao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Khurshid et al., 2020). As ROS geradas induzem a ativacdo de diferentes fatores de
transcricdo como NF-«kp, que regulam a expresséo de citocinas pro-inflamatérias como IL-6 e
TNF-a que, subsequentemente, resultam na ativagdo da cicloxegenase-2 (COX-2) (Mahrous et
al., 2022). Anteriormente, o aumento de citocinas IFN-y, TNF-o e IL-6 foi observado em
camundongos imussuprimidos com Cy e infectados pelo E. cuniculi (Da Costa et al., 2017;
Francisco Neto et al., 2017; Moysés et al, 2022), os resultados aqui corroboram os dados
anteriores observados nos camundongos tratados com Cy. Moschella et al.,, (2011),
demonstraram em camundongos tratados com Cy maior expressdo de genes e proteinas
pertencentes a membros da familia IL-1, como IL-1f, IL-18 e IFN-y. Os resultados observados
no grupo Cy-CTX-infectado sugerem que a CTX ativou genes ligados ao inflamassoma NLRP3
com subsequente aumento na expressao do gene de IL-1p.

No presente estudo, n6s demonstramos reducdo de macrofagos associada ao tratamento
com Cy e, por sua vez, um aumento da polarizacdo de macrdfagos para o perfil M2 foi
associado a infeccdo pelo E. cuniculi, mostrando a capacidade do patdgeno em modular a
atividade de macréfagos in vivo. Ao administrar CTX houve reducdo de expressdo de
moléculas de ativacdo (CD80/86 e IL-12) nos macrofagos, sugerindo menor perfil microbicida.
In vitro, o tratamento com CTX de macrofagos peritoneais aderentes desafiados pelo E.
cuniculi determinou aumento do perfil M1, com elevada produgéo das citocinas TNF-o e IL-6

e aumento de morte de macrofagos por necrose (Nascimento, 2023). Resultados semelhantes
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foram relatados na infeccéo por L. amazonenses em macréfagos peritoneais tratados com CTX,
0s quais apresentaram aumento na capacidade fagocitica e na eliminacdo dos parasitos
intracelulares, elevada producdo de NO e de citocinas pro-inflamatdrias, caracterizando o perfil
M1 (Farias et al., 2017). Porém macrofagos diferenciados da medula éssea de camundongos
séptico tratados com CTX tiveram menor atividade microbicida e perfil M2 (Bretones et al.,
2022). Nossos resultados também mostraram que os macrofagos peritoneais tinham
predominio do perfil M2, contudo a carga fungica foi menor com o uso de CTX, fenbmeno que
devera ser melhor investigado e que poderia estar vinculado a acdo microbicida de outras
celulas imunitérias.

Foi relatado que o tratamento de camundongos com CTX suprimiu a proliferacdo de
células T do baco e a producédo de IL-4 ap6s imunizagdo com soro albumina humana (Favoretto
etal., 2011). Adicionalmente, Zambelli et al. (2008) mostraram que a CTX reduziu 0 numero
de linfdcitos circulantes no sangue e na linfa e aumentou o nimero de linfocitos T (CD3*) e B
(CD45R") no linfonodo mesentérico. Aqui, a reducdo observada nas populacdes de linfécitos
T CD4 e T CD8 foi vinculada ao tratamento com Cy, entretanto, nos grupos tratado com CTX
e desafiados com E. cuniculi, esses linfécitos estavam mais ativados, com maior expressdo de
IFN-y, fato que pode ser atribuido a atividade contra presenca do patégeno, porém intensificado
pela modulagdo causada pela CTX, e que poderia ser aventado como responsavel pela menor
carga fungica desse grupo.

A Cy é um alquilante citotdxico, biotransformada pelo citocromo P450, que impede a
divisdo celular, facilita a apoptose, retarda e suprime a resposta de células T, B e macréfagos,
favorece a mielossupressao, e afeta a funcdo e o nimero dos neutroéfilos, linfocitos, hemacias
e plaquetas (Girard et al., 2011; Khurshid et al., 2020; Mahrous et al., 2022). No presente
estudo, observou-se diminuicdo dos linfécitos B-1 e B-2 em todos 0S grupos
imunossuprimidos, achado que pode ser atribuido aos efeitos esperados com o uso de Cy. As
células B compreendem 2 subconjuntos, as células B-1 e as células B-2, que diferem no
fenotipo e na distribuicdo tecidual (Baumgarth, 2021). Estudos anteriores mostraram a
participacdo das células B na resposta imune contra a encefalitozoonose, em camundongos Xid
deficientes em células B-1 e B-2, infectados com E. cuniculi, por via intraperitoneal (da Costa
et al, 2017) e por via oral (dos Santos et al., 2018), que apresentaram menor resisténcia a
infeccdo. Quando os camundongos Xid sdo tratados com Cy, a infeccdo dissemina e se
intensifica com padrdo semelhante ao observado em camundongos SCID ou Nude (Moysés et
al., 2022). Portanto, a reducéo das células B também esta vinculada a infecgdo mais grave, com

maior infiltrado inflamatdrio e perda de peso nos camundongos Cy-infectado e Cy-CTX-
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infectado.

As células B-1 sdo distintas em sua origem de desenvolvimento e muitas residem nos
compartimentos pleural e peritoneal, podendo ainda ser divididas em dois subconjuntos: B-1a,
que expressa CD5 na superficie celular, e B-1b, que ndo o faz. As células Bla produzem a
maior parte dos anticorpos IgM naturais no soro e participam na primeira linha de defesa,
enquanto as células B1lb sdo essenciais para o desenvolvimento de células B1 produtoras de
IgM de memdria e formam uma ponte para o sistema imunitario adaptativo (Griffin, Rothstein,
2012; Popi et al., 2016). Demonstrou-se que as celulas B1b cumprem uma funcdo mais
“semelhante a APC” (célula apresentadora de antigeno) do que as células Bla (Smith,
Baumgarth, 2018). Apesar da reducéo de células B-1, foi evidenciado o aumento da populacao
de B-1b, fato sugestivo do desempenho das células B-1b na apresentacdo antigénica, talvez em
compensacdo a funcdo de macrdfagos que estavam numericamente diminuidos, e sao
diretamente afetados pela infeccdo pelo E. cuniculi.

Para concluir, o tratamento com CTX de camundongos imunossuprimidos com Cy e
infectados com E. cuniculi determinou a ativacdo do complexo inflamassoma NLRP3 e
aumento de citocinas Thl e Th17 associado a reducdo da carga fungica. Por sua vez, sem o
tratamento com CTX, a infec¢do causou producdo de citocinas predominantemente Thl e sem
expressdo dos genes associados ao complexo NLRP3. A modulagéo da resposta imune pode
ser uma estratégia interessante no controle de agentes infecciosos que tenham capacidade de
manipular e evadir dos mecanismos microbicidas, nesse sentido, os resultados do presente
estudo demonstram a importancia de explorar os efeitos imunomoduladores da CTX na

encefalitozoonose.
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