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RESUMO 

 

Encephalitozoon cuniculi são fungos atípicos, oportunistas, intracelulares obrigatórios 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. Macrófagos 

desafiados com E. cuniculi e tratados com CTX apresentaram maior atividade microbicida e 

perfil M1, revertendo o predomínio do perfil M2 provocado pelo patógeno. O objetivo do 

presente trabalho foi avaliar os efeitos da CTX sobre a resposta imune desenvolvida na infecção 

pelo E. cuniculi em camundongos. Para tal, camundongos imunossuprimidos com 

ciclofosfamida (Cy) foram infectados com esporos de E. cuniculi e após 7 dias tratados com 

uma dose CTX. Aos 14 dias de infecção foi realizada a eutanásia dos animais, seguida da 

análise de citocinas Th1, Th2 e Th17 no plasma, quantificação fenotípica de macrófagos e 

linfócitos no lavado peritoneal e no baço, análise histopatológica e mensuração da carga 

fúngica no fígado, e quantificação das expressões de mRNA para o inflamassoma NLRP3 em 

leucócitos circulantes. Conforme esperado, a Cy reduziu as populações de macrófagos e 

linfócitos. Contudo, camundongos infectados com E. cuniculi e tratados com CTX tinham 

maior perfil de citocinas inflamatórias Th1 e Th17, ativação do inflamassoma NLRP3 e os 

linfócitos T CD4 e T CD8 tinham aumento da expressão de IFN-γ associados a redução da 

carga fúngica. Ao contrário, nos camundongos não tratados com CTX, a infecção resultou em 

maior perda de peso, aumento apenas de citocinas Th1, baixa expressão do inflamassoma 

NLRP3 e menor expressão de IFN-γ em os linfócitos T CD4 e T CD8. Concluímos que o 

tratamento com CTX modulou a resposta imune para um perfil mais pró-inflamatório, 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. Imunomodulação. Inflamação. Microsporídios. 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 Th1, Th2 and Th17 

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 mRNA 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-γ 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 Th1 cytokines, low expression of the NLRP3 inflammasome and lower 

expression of IFN-γ 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. 
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INTRODUÇÃO  

 

Encephalitozoon cuniculi, pertencente ao filo Microsporidia, são fungos atípicos, 

unicelulares, intracelulares obrigatórios e considerados patógenos oportunistas emergentes e 

causadores da encefalitozoonose (Han, Weiss, 2017). Os microsporídios são ubíquos na 

natureza e, entre os vertebrados, infectam mamíferos domésticos de produção (bovinos, 

caprinos, ovinos, suínos, bubalinos, equinos e lagomorfos), animais de companhia (caninos e 

felinos), animais de laboratório (camundongos e ratos) e animais selvagens (Han et al., 2020; 

Magalhães et al., 2022). Nos humanos, os microsporídios são frequentes em pacientes 

imunossuprimidos pelo HIV, por neoplasias ou por doenças autoimunes, assim como pelo uso 

de anticorpos imunomoduladores ou terapêutica contra a rejeição de transplantes, porém tem 

sido relatado em crianças, idosos e indivíduos imunocompetentes (Seatamanoch et al., 2022). 

Contudo, esse grupo de patógenos primitivos são muito eficientes como parasitas 

intracelulares, utilizando vários mecanismos para melhor interagir com as células hospedeiras, 

garantindo sua sobrevivência metabólica e evasão da resposta imune (Magalhães et al., 2022). 

Camundongos infectados com E. cuniculi têm sido utilizados para compreender 

diferentes aspectos da fisiopatologia da microsporidiose. Como patógenos oportunistas, 

determinam infecção disseminada e letal em camundongos Nude ou SCID, porém, tais 

condições não representam os estados imunossupressores mais observados na rotina clínica 

(Han et al., 2019). Assim, modelos de imunossupressão farmacológica, com uso de 

ciclofosfamida (Lallo, Hirshfeld, 2012) ou dexametasona (An et al., 2020), são empregados 

para mimetizar as condições usuais de maior suscetibilidade à infecção. A ciclofosfamida (Cy) 

é um fármaco alquilante citotóxico que afeta principalmente proliferação de compartimentos 

linfócitos, esgotando rapidamente as células B e T. Cy tem sido amplamente utilizada como 

agente quimioterápico contra certos tumores sólidos e linfomas, reduzindo a massa tumoral, 

contudo possui emprego amplo em doenças autoimunes, por seu papel imunossupressor 

(Shirani et al., 2015). Nosso grupo tem utilizado com sucesso a Cy como imunossupressor, 

aumentando a suscetibilidade de camundongos à infecção por Encephalitozoon, sendo 

observadas reduções expressivas nas populações de células T CD8, T CD4, B-1 e B-2, bem 

como de macrófagos, em diferentes locais de análise, como peritônio, baço, soro, pulmões e 

intestinos. Dessa forma, camundongos tratados com Cy constituem um modelo biológico já 

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; Figuerêdo 

Moreira et al., 2022; Moysés et al., 2022). Recentemente, foi demonstrado que camundongos 
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C57BL/6 imunossuprimidos com Cy e infectados com E. cuniculi apresentaram redução nas 

populações de macrófagos e de linfócitos T CD4, T CD8, B-1 e B-2, porém houve predomínio 

de macrófagos M1 associado ao aumento sérico de citocinas Th1 (IFN-γ, TNF-α, IL-2), Th2 

(IL-4), Th17 e maior carga fúngica. Entretanto, foi demonstrado in vitro, que E. cuniculi foi 

capaz de alterar o perfil de macrófagos previamente polarizados para M1 para o perfil M2, nos 

quais o patógeno pode sobreviver e se multiplicar (Dalboni et al., 2021; Camargo Konno et al., 

2023). Estudos sugerem que diferentes suscetibilidades às infecções estão fortemente 

vinculadas às funções do sistema imunológico inato, em parte atribuídas à polarização dos 

perfis de macrófagos M1 e M2 (Mills et al., 2012). Em conjunto, esses dados ressaltam a 

importância da imunidade inata, objeto dos nossos estudos com encefalitozoonose.  

Os inflamassomas são um conjunto de complexos proteicos intracelulares que permitem 

a ativação autocatalítica de caspases inflamatórias, como a caspase-1, que modulam as 

respostas imunes do hospedeiro, liberando citocinas pró-inflamatórias e induzindo piroptose 

(Zitvogel et al., 2012). Nas infecções, a ativação dos inflamassomas promovem a maturação 

de citocinas IL-1β e IL-18, sendo essa última uma indutora da resposta de IFN-γ. Dessa forma, 

os inflamassomas evitam a replicação 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 modulação negativa do sistema imunológico em estudos in vivo, com redução 

na produção de anticorpos anticrotálicos (Cardoso, Mota, 1997). Tal achado tem motivado 

estudos fisiopatológicos com as frações constitutivas do veneno, dentre as quais se destaca de 

forma relevante a capacidade imunomoduladora da fração denominada crotoxina - CTX 

(Sartim et al., 2018). Pesquisas mostraram que a CTX inibiu a proliferação de células esplênicas 

e a secreção de citocinas in vitro (Rangel Santos et al., 2004), a atividade fagocitária e a 

migração de macrófagos peritoneais residentes (Sampaio et al., 2003; Nunes et al., 2010), o 

recrutamento de linfócitos e a produção de anticorpos (Zambelli et al., 2008). Adicionalmente, 

em modelos animais, a administração de uma dose de CTX inibiu o edema, a migração celular 

e as interações entre os leucócitos e endotélio induzida pela carragenina e pelo BCG, sendo os 

efeitos atribuídos a ativação de receptores peptídio formil, menor expressão de moléculas de 

adesão (P-selectina e ICAM-1) e inibição da secreção de citocinas pró-inflamatórias (Nunes et 

al., 2007; Nunes et al., 2010; da Silva et al., 2013). Adicionalmente, macrófagos infectados 

com Leishmania amazonensis, os quais apresentam predominância do perfil M2 mais 

permissivo ao desenvolvimento do protozoário, apresentaram maior polarização para M1 após 

o tratamento com CTX (Farias et al., 2017). O aumento da produção de óxido nítrico e citocinas 
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pró-inflamatórias (IL-6 e TNF- α) demonstraram a maior atividade microbicida dos 

macrófagos, revertendo a ação anti-inflamatória causada pelo protozoário, como mecanismo 

de escape da imunidade. In vitro, o tratamento com CTX de macrófagos peritoneais aderentes 

desafiados pelo E. cuniculi determinou aumento do perfil microbicida M1, com elevada 

produção das citocinas TNF-α e IL-6, aumento de morte de macrófagos por necrose e redução 

da capacidade proliferativa dos esporos recuperados de macrófagos (Nascimento, 2023), 

confirmando a ação microbicida e corroborando os resultados de Farias et al. (2017). Esses 

resultados sugerem que a CTX poderia potencializar a resposta microbicida contra esses 

patógenos e contribuir no prognóstico das infecções.  

Considerando a possibilidade de a CTX modular macrófagos desafiados com E. 

cuniculi para o perfil M1, padrão menos permissivo ao patógeno (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.  
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MÉTODOS  

 

Camundongos  

Os camundongos isogênicos 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 São Paulo (CEDEME/UNIFESP), foram mantidos 

durante o período experimental no Laboratório de Experimentação 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 24ºC, umidade 

relativa do ar de 45 a 55% e ventilação. Os animais receberam ad libitum ração peletizada 

irradiada e água esterilizada por autoclavagem. Todos os procedimentos realizados foram 

aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais da Universidade Paulista (protocolo 

número 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 à 37°C em atmosfera com 5% de CO2, Laboratório 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 obtenção dos esporos contidos no sedimento. Os 

esporos coletados do sobrenadante foram lavados 3 vezes em solução tampão fosfato-salina 

(PBS) e armazenados a 4°C. Para contagem dos esporos E. cuniculi foi utilizada a câmara 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, São Paulo, Brasil), sendo duas doses administradas antes da 

inoculação do patógeno (7 e 3 dias antes) e mais duas doses após a infecção (4 e 11 dias). No 

total foram 4 doses por todo o período experimental (Lallo, Hirschfeld, 2012).   

A CTX foi gentilmente cedida pela Dra. Sandra Coccuzzo Sampaio Vessoni do 

Laboratório de Fisiopatologia do Instituto Butantan – São Paulo. A concentração estoque 2,3 

mg/mL obtida em solução de purificação conforme descrito por Silva et al. (2013). A partir 

desta, foram separadas em alíquotas para cada experimento, sendo mantidas a -20oC e 

descongeladas apenas no momento do uso. A dose de 44 μg/kg de peso foi utilizada, sendo 
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observada ausência de sinais clínicos típicos de envenenamento, de acordo com estudos 

anteriores (Sampaio et al., 2003; Zambelli et al., 2008). A CTX foi aplicada em dose única, via 

subcutânea na região dorsal, simultaneamente com a inoculação de E. cuniculi.  

 

Delineamento experimental 

Os camundongos foram distribuídos em 5 grupos: (a) Controle (n=5) – camundongos 

sem tratamento, imunossupressão e infecção; (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 infecção experimental, no 7º e no 3º dia antes da inoculação, e 

duas após a infecção, no dia 4 pós-infecção e 11o dia pós-infecção (DPI). O dia 0 (zero) foi 

considerado o dia da inoculação intraperitoneal de 1x107esporos de E. cuniculi por animal, nos 

grupos infectados. Nesse mesmo dia, foi realizado o tratamento com CTX por via subcutânea, 

com uma única dose de 44 μg/kg de peso. Ao completar 14 dias de infecção, os camundongos 

individualmente foram pesados, e depois realizada a eutanásia pelo aprofundamento anestésico 

com solução contendo quetamina, xilazina e acepromazina. Com a evidência da parada 

cardiorrespiratória, foram realizados os seguintes procedimentos experimentais: - coleta de 

sangue total em EDTA para separação do plasma destinada à dosagem de citocinas Th1, Th2 e 

Th17, e os leucócitos foram utilizados para analisar as expressões de Nlpr3, IL-1, ASc e Casp; 

- lavado peritoneal e coleta do baço para separação e identificação fenotípica de células 

inflamatórias por citometria de fluxo; - análise histopatológica de fragmentos do fígado, - 

mensuração da carga fúngica no fígado pela qPCR. Todos os procedimentos serão detalhados 

abaixo. 
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Figura 1. Delineamento experimental. Camundongos Balb/c foram tratados ou não com ciclofosfamida 

(Cy) ou crotoxina (CTX) e infectados ou não com esporos de Encephalitozoon cuniculi sendo 

distribuídos nos grupos: Controle – sem tratamento ou infecção, Cy-não-infectado  (n=5) – 

camundongos imunossuprimidos com Cy e não-infectados com o patógeno; 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 após a infecção. Após 14 dias de infecção, foram coletadas amostras: 

sangue total para separar plasma para verificação dos níveis de Th1, Th2 e Th17 e nos leucócitos 

circulantes análise das expressões de Nlpr3, IL-1, ASc e Casp. Lavado peritoneal e baço para 

fenotipagem de células imunes. Fígado para análise histopatológica e mensuração da carga fúngica.  

 

 

Necropsia e coleta de amostras  

Aos 14 DPI, a eutanásia foi realizada pelo aprofundamento anestésico com solução de 

quetamina (100 mg/Kg), xilazina (2,5 mg/Kg) e acepromazina (2,5 mg/Kg) administrada por 

via intraperitoneal. O sangue, coletado por punção cardíaca, colocado em frasco de hemograma 

•Análise histopatólogica do fígado

•Fenotipagem das células do baço e lavado peritoneal por citometria de fluxo

•Dosagem de citocinas Th1, Th2 e Th17 no plasma

•Quantificação da expressão de NLRP3, IL-1, ASC e Casp nos leucócitos do sangue

•Carga fúngica do fígado

Infecção 
intraperitoneal
com E. cuniculi
+ Tratamento 

com CTX

-7 dias da 
infecção

14 dias após a 
infecção

Tratamento 
com Cy (1ª. 

Dose)

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

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

-3 dias da 
infecção

Tratamento 
com Cy (2ª. 

Dose)

4 dias após a 
infecção

Tratamento 
com Cy (3ª. 

Dose)

O

11 dias após 
a infecção

Tratamento 
com Cy (3ª. 

Dose)

Eutanásia, coleta e 
processamento das 

amostras
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com EDTA, centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm para separação do plasma, que foi 

congelado a -80oC e usado para mensuração das citocinas.  

Então o sedimento celular foi tratado com tampão hemolítico, por duas ou 3 vezes, para a 

completa eliminação das hemácias. Após essas etapas foi lavado com tampão MACS, 

elaborado com PBS acrescido de 1% de BSA e 0,75% de EDTA. Os leucócitos totais foram 

armazenados a -80oC até os procedimentos de extração de RNA.  

Depois da divulsão da pele da região abdominal, procedeu-se o lavado peritoneal com 

introdução de 10 mL de tampão Macs, em seguida foi centrifugado por 5 minutos a 1.500 rpm 

e o sedimento foi distribuído em placa com 96 poços e fundo em V e utilizados para 

fenotipagem. As células do baço foram mecanicamente dissociadas em cell strainer de 70 µm, 

com auxílio de um êmbolo de seringa de 5 mL. Para eliminação das hemácias, as células 

esplênicas foram tratadas com tampão hemolítico por duas vezes e, ao final, o sedimento 

contendo leucócitos foi distribuído em placa com 96 poços e fundo em V e utilizados para 

fenotipagem.  

O fígado foi coletado e seu peso total foi mensurado. Um lobo constante foi separado, 

pesado e congelado a -80oC até o dia da extração de DNA. O restante do fígado foi fixado em 

formol tamponado a 10% por 72h e processado para análise histopatológica.  

 

Análise histopatológica  

Fragmentos do fígado foram processados rotineiramente para análise histopatológica, 

incluídos em parafina. Cortes histológicos de 5 μm foram dispostos em lâminas de vidro e 

corados pela técnica de Hematoxilina & Eosina (HE) e examinados à microscopia de luz (Leica 

DMLD, Greenville, SC, USA).  

 

Fenotipagem dos componentes imunológicos   

As amostras celulares do lavado peritoneal e baço foram obtidas conforme já 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 

tampão MACS e separadas em quatro partes iguais para a marcação com diferentes painéis de 

anticorpos, conforme descrito a seguir: PAINEL 1 para caracterização das subpopulações de 

linfócitos 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 à 

Allophycocyanin – APC (BD Biosciences) e anti-CD5 de camundongo  conjugado a 
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Phycoerithrin – PE (BD Biosciences); PAINEL 2 para caracterização de macrófagos e perfil 

M1 e M2, composto pelos anticorpos anti-CD11b de camundongo conjugado a FITC (BD  

Biosciences), anti- F4/80 de camundongo conjugado à PE (Ebioscience), anti-CD40 de 

camundongo  conjugado à Phycoerithrin with cyanin dye 5 – PE-Cy5 (BD Biosciences) e anti-

CD206 de  camundongo conjugado à Alexa fluor 647 (Ebioscience); PAINEL 3 para 

caracterização da ativação de  macrófagos, 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 à PE (Ebioscience), anti-CD80 

e anti-CD86 de camundongo conjugado a FITC (Ebioscience); PAINEL 4 para caracterização 

de linfócitos T, composto pelos anticorpos anti CD4 de camundongo conjugado a PerCP-Cy5 

(BD Biosciences) e anti-CD8 de camundongo  conjugado a FITC (BD Biosciences). Após a 

incubação, as células foram lavadas com tampão MACS, o sobrenadante descartado e as células 

dos painéis 1 e 2 foram fixadas em solução tamponada de paraformoldeído (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 µL) para realização da leitura em citômetro de 

Fluxo BD Accuri™ C6 (BD Pharmigem). As células processadas para os painéis 3 e 4 foram 

submetidas a fixação e permeabilização para marcação intracelular com os anticorpos anti-IL-

12 (p40/p70) de camundongo conjugado a APC (BD Biosciences), respectivamente e anti-IFNγ 

de camundongo conjugado a APC (Ebioscience). Brevemente, o pellet celular foi fixado com 

solução Fixation/Permeabilization contida no BD Cytofix/CytopermTM 

Fixation/Permeabilization kit (BD Biosciences) por 20 minutos a 4°C, lavado com solução 

Perm/Wash do mesmo kit e incubadas por 30 minutos a 4°C, no escuro, em solução 

Perm/Walsh contendo os anticorpos anti-citocinas. As amostras foram lavadas em solução 

Perm/Wash e ressuspendidas em 200uL de PBS para leitura no citômetro de Fluxo BD 

Accuri™ C6 (BD Pharmigem).  

Fenotipicamente as células foram assim caracterizadas: linfócitos B-1 totais 

(CD19+CD23-), linfócitos B-1a (CD19+CD23-CD5+), linfócitos B-1b (CD19+CD23-CD5-), 

linfócitos B-2 (CD19+CD23+), macrófagos totais (F4/80+CD11b+), linfócitos T CD4 (CD4+), 

linfócitos T CD8 (CD8+). As moléculas de ativação de macrófagos, as que caracterizam o perfil 

M1 e M2 em macrófagos e a expressão das citocinas foram avaliadas pela mediana da 

intensidade de fluorescência expressa na população de interesse. Todos os dados foram 

avaliados no software FlowJo V10.0 (BD Biosciences).  

 

 



14 

 

 

Quantificação das citocinas  

O plasma sanguíneo 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 detecção de IL-2, IL- 4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-α e IFN-γ.  

Brevemente, 20 µL de cada amostra foram incubados juntamente com 20 µL das beads de 

captura, específicas para cada citocina, conjugadas a APC e com 20 µL do anticorpo secundário 

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 tampão 

para análise de 2 cores por citômetro de fluxo BD AccuriTMC6 (BD Biosciences, Mountain 

View, CA). As análises foram realizadas usando o software de análise FCAP Array software 

versão 3.0 (BD Biosciences, San Diego,CA, USA), os dados foram plotados em Excel, os 

limites de detecção respeitados, conforme indicação do fabricante e posteriormente 

representados em gráficos.  

 

Extração de RNA total de leucócitos  

Após o descongelamento dos leucócitos, o RNA total foi isolado das amostras 

utilizando o método TRIzol®/Clorofórmio/Isopropanol. Após homogeneização das amostras 

em 250 μL do reagente TRIzol® a separação da fase aquosa foi realizada pela adição de 0,2 

mL de clorofórmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela centrifugação (14.000 

rpm) por 15 minutos a 4ºC. Ao término da centrifugação, a fase aquosa foi coletada 

(sobrenadante) em tubos novos devidamente identificados, em seguida, o RNA foi precipitado 

pela adição de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA). 

Após a incubação por 10 minutos a temperatura ambiente as amostras foram novamente 

centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos). Ao término da centrifugação o isopropanol foi 

descartado por inversão e o RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75%. A quantidade 

e pureza do RNA extraído foi estimada em aparelho de espectrofotometria após sua 

ressuspensão em 20 μL de água DEPC, utilizando as razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 260/230 

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

 

Síntese de DNA complementar (cDNA)   

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da reação de transcrição reversa 

de 2000 ng de RNA total na presença de 2 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript 

II, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instruções recomendadas pelo 

fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em reação com volume final de 20 μL contendo 
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500 μM de dNTP, 25 μg/mL de OLIGO dT, 1X solução tampão de primeira fita, 40 U de 

inibidor de RNase, 10 μM de DTT pela enzima Superscript II. Inicialmente, a mistura de RNA, 

água e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de possíveis 

estruturas secundárias. Em seguida a reação de síntese aconteceu durante 50 minutos a 50⁰C 

com posterior inativação enzimática a 85ºC por 5 minutos. Após o término da reação o cDNA 

sintetizado foi diluído para concentração final de 100 ng/µl e armazenado a -20ºC.  

 

Quantificação da expressão gênica do inflamassoma NRLP3 por Reação em Cadeia da 

Polimerase quantitativo em Tempo Real (q-PCR)  

Para o estudo do padrão de expressão gênica as reações foram realizadas com 

iniciadores específicos (Tabela 1) e tiveram como controle endógeno o gene Rnu6. Todas as 

reações tiveram volume final de 10 μL; contendo 5 μL de SYBR Green I Master, 0,4 μM de 

iniciadores específicos, 1 μL do cDNA sintetizado e q.s.p. de água Milli-Q Rnase free. A 

quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar crítico comparativo 

2−ΔCt. Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraída pela média do Ct do gene 

controle, resultando em um ΔCt. Para o cálculo da expressão substituímos o valor de ΔCt obtido 

na fórmula 2−ΔCt. Os valores finais foram apresentados como razão entre a expressão do gene 

alvo em relação à expressão gênica do gene utilizado como normalizador.  Os resultados foram 

expressos como média ± desvio padrão de 5 animais independentes realizados em duplicata 

técnica normalizados em relação ao grupo controle (atribuído valor 1).  

 

Tabela 1. Condições de ciclagem e sequência dos iniciadores utilizados para estudo da 

expressão gênica.  

 

ID = número de identificação do gene, pb = pares de base.  
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Carga fúngica 

A carga fúngica foi determinada pela quantificação baseada em PCR em tempo real 

(qPCR) do DNA genômico fúngico presente no tecido hepático. Após a eutanásia, o fígado foi 

pesado e uma quantidade constante de lobo hepático foi posteriormente congelada em 

RNAlater.  O kit de extração DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®) foi utilizado conforme 

instruções do fabricante e protocolo descrito por Moretto et al. (2015). As reações em cadeia 

da polimerase quantitativa (qPCRs) 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 amplificação foi realizada em um volume total de 25 

μL/reação contendo 12,5 μL do kit GoTaq® qPCR Master MixT® (Promega Corporation©, 

EUA) juntamente com 5 μL do DNA modelo e respectivos primers (20pmol). Os controles de 

qualidade incluíram amostras de DNA positivas obtidas de suspensões purificadas e controles 

não-modelo (NTC). 

Fragmentos de DNA sintético (gBlock® Gene Fragment, IDT, Iowa, EUA) foram 

utilizados para estabelecer curvas padrão. A região alvo de 326 pb foi extraída do gene 18S 

rRNA da cepa de referência Donovan E. cuniculi (NCBI: txid X98470.1). Diluições seriadas 

de dez vezes de gBlock® foram utilizadas para construir as curvas padrão, atingindo de 2,8 x 

108 a 2,8 x 102 cópias do gene por μL (GC/μL) em cada ciclo de amplificação (Cq) para o gene 

18S rRNA de E. cuniculi. A curva padrão foi gerada utilizando regressão linear da relação entre 

o valor do ciclo de quantificação e o número de cópias. Após a amplificação, os valores 

quantificados em número de cópias (GC/µL) foram então convertidos em número de 

esporos/mg, considerando o número de cópias genômicas determinados em 22 cópias para o 

18S rRNA (Katinka et al., 2001). 

 

Análise Estatística  

As comparações estatísticas foram feitas por análise de variância (ANOVA) e pelos pós 

teste de Tukey. Todos os valores relatados como a média ± erro padrão com significância para 

valores menores que P <0,05.  

  



17 

 

 

RESULTADOS  

 

Tratamento com CTX reduziu a carga fúngica  

No grupo de camundongos tratados com Cy houve redução do peso corporal dos 

animais em cerca de 10% em comparação ao grupo controle, sendo atribuída ao efeito sistêmico 

do fármaco (Fig. 2). Ao introduzir o tratamento com CTX, observou-se uma perda de peso 

maior, em média 14%. Contudo, a maior redução do peso corporal foi atribuída à infecção pelo 

E. cuniculi de camundongos tratados com Cy (grupo Cy+infectado), que foi em média de 21% 

(Fig. 2). No grupo de camundongos tratados com Cy e CTX infectados com o fungo, notou-se 

discreta balanço 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 infecção pelo E. 

cuniculi e da imunossupressão com Cy (Fig. 2) 

A análise histopatológica mostrou infiltrado inflamatório leucocitário no parênquima 

ou junto à veia porta de animais tratados com Cy e/ou CTX, com predomínio de neutrófilos 

(Fig. 3A, 3B). Nos grupos infectados com E. cuniculi, Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, os 

infiltrados inflamatórios constituídos majoritariamente por células mononucleares, eram mais 

frequentes e maiores, localizados no parênquima hepático e junto à veia porta (Fig. 3C, 3D), 

evidenciando que a infecção determinou a exacerbação da resposta inflamatória. A partir do 

tecido hepático dos 2 grupos infectados, Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, foi realizada a 

extração do DNA fúngico para a mensuração da carga do patógeno, sendo observada maior 

carga fúngica no grupo Cy-infectado, indicando redução da carga fúngica frente ao tratamento 

com CTX (Fig. 3E). 
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Figura 2. Análise das médias dos pesos corporais (em gramas) dos animais dos distintos grupos tratados 

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

Análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou diferenças estatisticamente 

significantes, p<0,01**. 
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Figura 3. Lesões histopatológicas em tecido hepático associadas aos tratamentos, com ciclofosfamida 

(Cy) e crotoxina (CTX) e à infecção pelo E. cuniculi e análise comparativa da carga fúngica do fígado. 

A) Fotomicrografias do parênquima hepático de camundongos tratados com Cy e não infectado, 

presença de discreto infiltrado inflamatório leucocitário (seta). B) Fotomicrografias do parênquima 

hepático de camundongos tratados com Cy e CTX e não infectado, notar a presença (seta) de discreto 

infiltrado neutrofílico periportal. C) Fotomicrografias do parênquima hepático de camundongo tratado 

com Cy e infectado com E. cuniculi apresentando intenso infiltrado leucocitário portal (seta). D) 
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Fotomicrografias do parênquima hepático de camundongo tratado com Cy e CTX e infectado com E. 

cuniculi apresentando infiltrado leucocitário (seta) portal. E) Comparação entre a carga fúngica obtida 

pela qPCR 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) (Coloração HE).  

 

 

Infecção pelo E. cuniculi e tratamento com CTX e/ou Cy aumentaram a polarização de 

macrófagos peritoneais para o perfil M2 

A análise fenotípica dos macrófagos peritoneais demonstrou menor percentual dessa 

população nos animais Cy-infectados pelo E. cuniculi em relação aos demais grupos (Fig. 4A), 

esse mesmo achado foi observado em relação ao número absoluto, um dos menores entre os 

demais grupos que receberam um dos tratamentos (Fig. 4B). O número absoluto de macrófagos 

estava aumentado nos grupos Cy-não-infectado e Cy-CTX-não-infectado em comparação ao 

grupo controle (Fig. 4B). No Cy-CTX-infectado, uma tendência de aumento da população de 

macrófagos foi observada (Fig. 4B).  

Adicionalmente, nos macrófagos peritoneais foi demonstrada redução da mediana de 

intensidade de fluorescência (MFI) de CD40 (Fig. 4C) e aumento de MFI para CD206 (Fig. 

4D) nos grupos Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, indicando que a população de macrófagos 

peritoneais apresentava mais o perfil polarizado para M2 (CD11b+/F4-80+CD206high). Para 

complementar, a razão da MFI CD40/CD206 confirmou esse perfil, evidenciando redução da 

população M1 (CD40) em relação a população M2 (CD206), de forma semelhante aos grupos 

Cy-não-infectados e Cy-CTX-não-infectado (Fig. 4E). Corroborando esses resultados, 

macrófagos peritoneais dos animais Cy-CTX-infectados tinham menor MFI de CD80 e CD86 

(Fig. 4F) e menor expressão de IL-12 (Fig. 4G, 4H). Esses resultados indicam predomínio do 

perfil M2 para os macrófagos peritoneais de camundongos infectados, demonstrando a 

capacidade do patógeno em modular a atividade de macrófagos in vivo e, ao contrário do que 

foi observado in vitro, no momento observado, aos 14 dias de infecção, a CTX potencializou o 

perfil anti-inflamatório de macrófagos. 
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Figura 4. Avaliação da população de macrófagos presentes no lavado peritoneal de camundongos 

tratados (+) ou não (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou não (-) com E. cuniculi. 

A) Percentual (%) de macrófagos totais CD11b+F4/80+. B) Número absoluto de macrófagos 

CD11b+F4/80+. C)  Mediana de intensidade de fluorescência (MFI) de CD40 em macrófagos 

CD11b+F4/80+. D) MFI de CD206 em macrófagos CD11b+F4/80+. E) Razão entre MFI CD40/ CD206 

dos macrófagos CD11b+F4/80+. F) MFI de CD80 e CD86 em macrófagos CD11b+F4/80+. G) % de 

macrófagos CD11b+F4/80+ positivos para IL-12A. H) MFI de IL-12A em macrófagos CD11b+F4/80+. 

Análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou diferença estatística, p<0,05*, 

p<0,01**, p<0,001***.  
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No baço não houve diferença no percentual da população dos macrófagos 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-não-infectado e ainda, no grupo (Cy-CTX-infectado), a 

MFI de IL12-A estava reduzida (Fig. 5C), o que remete a diminuição da resposta inflamatória 

nessa população, corroborando o perfil visto no peritônio.   

 

 

Figura 5. Avaliação dos macrófagos do baço de camundongos tratados (+) ou não (-) com 

ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou não (-) com E. cuniculi. A) Percentual (%) de 

macrófagos CD11b+F4/80+. B) Mediana de intensidade de fluorescência (MFI) de CD80 e CD86 em 

macrófagos CD11b+F4/80+. C) MFI de IL-12A em macrófagos CD11b+F4/80+. Análise de variância 

(ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou diferença estatística, p<0,05*.  

 

 

Cy reduziu as populações de células B com excepcional predomínio da população de B-

1b nos grupos infectados 

A imussupressão com Cy reduziu a população de células B-1 e B-2 tanto no peritônio 

quanto no baço (Fig. 6A, 6B, 6C e 6D), em adição, a infecção pelo E. cuniculi também reduziu 

a população de células B-2 do peritônio (Fig. 6C). Dentre as subpopulações de células B-1, nos 

grupos não infectados, as células B-1a predominaram (Fig. 6E). Contudo, nos grupos 

infectados (Cy-infectado e Cy-CTX-infectado) houve predomínio de B-1b, com população 

variando de 60 a 95% das células B-1 (Fig. 6F).  
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Figura 6. Avaliação das células B presentes no lavado peritoneal e no baço dos camundongos tratados 

(+) ou não (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou não (-) com E. cuniculi. A) 

Percentual (%) de linfócitos B-1 CD19+CD23- do lavado peritoneal. B) Percentual (%) de células B-1 

CD19+CD23- do baço. C) Percentual (%) de células B-2 CD19+CD23+do lavado peritoneal. D) 

Percentual (%) de células B-2 CD19+CD23+do baço. E) Percentual (%) de linfócitos B-1a CD19+CD23-

CD5+do lavado peritoneal. F) Percentual (%) de linfócitos B-1b CD19+CD23-CD5- do lavado peritoneal. 

A análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,01**.  
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Aumento da expressão MFI de IFN-γ em linfócitos T  

Foi demonstrada redução no percentual de linfócitos T CD8+e T CD4+ quantificados no 

lavado peritoneal e no baço dos animais dos grupos Cy, Cy-CTX, Cy-infectado e Cy-infectado-

CTX em comparação com o grupo controle, demonstrando que a Cy foi a responsável pela 

supressão das células T (Fig. 7). Contudo, identificou-se maior MFI para IFN-γ nos linfócitos 

T CD8+e T CD4+ nos grupos infectados com E. cuniculi (Cy-infectado e Cy- CTX-infectado), 

sendo maior ativação dos linfócitos provocada pela infecção (Fig.7 B, D, F, H). Embora sem 

diferenças estatísticas, existe uma tendência de maior MFI para IFN-γ nos grupos Cy e Cy-

CTX, fato que aponta para um estado mais ativado para esses linfócitos T CD4 e CD8 (Fig 7 

B, D, F, H).  

 

CTX intensificou o perfil inflamatório Th1 e Th17 e a ativação do inflamassoma NLRP3 

dos camundongos infectados  

As citocinas pró-infamatórias TNF-α, IFN-γ, IL-2 e IL-6 estavam aumentadas no 

plasma dos grupos Cy-infectado e Cy-CTX-infectado, o que pode ser associado à resposta 

inflamatória consequente à infecção pelo E. cuniculi (Fig. 8). Vale destacar que o aumento de 

IFN-γ nos animais do grupo Cy-CTX-infectado foi cerca de 10 x superior aos animais Cy-

infectado (Fig. 8A). Em adição, as citocinas IL-2, IL-6 e IL-17 também demonstraram aumento 

no grupo Cy-CTX-infectado, revelando padrão mais inflamado desse grupo quando comparado 

aos demais grupos (Fig. 8B, 8C, 8D). A citocina anti-inflamatória 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 expressão relativa dos genes relacionados ao inflamassoma complexo 

NLRP3 em leucócitos coletados do sangue periférico, sendo constatado expressão aumentada 

de mRNA para NLRP3 para todos os grupos tratados com Cy e/ou CTX e infectados ou não 

com E. cuniculi (Fig. 9), contudo, somente o grupo Cy-CTX-infectado apresentou maior 

expressão relativa de genes que codificam a caspase-1 e IL-1, identificando a expressão do 

complexo como um todo.  
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Figura 7. Avaliação dos linfócitos T presentes no lavado peritoneal e no baço dos camundongos 

tratados (+) ou não (-) com ciclofosfamida e com crotoxina e inoculados (+) ou não (-) com E. cuniculi. 

A) percentual de Linfócito T CD8+ do lavado peritoneal. B) Mediana de intensidade de fluorescência 

(MFI) de IFN-γ em linfócito T CD8+ do lavado peritoneal. C) Linfócito T CD4+ do lavado peritoneal. 
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D) MFI de IFN-γ em linfócito T CD4+ do lavado peritoneal. E) Percentual (%) de Linfócito T CD8+ do 

baço. F) MFI de IFN-γ em linfócito T CD8+ do baço. G) % Linfócito T CD4+ do baço. H) MFI de IFN-

γ em linfócito T CD4+ do baço. A análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey 

revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***  

 

 

Figura 8. Mensuração de citocinas Th1, Th2 e Th17 (IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-6, IL-4, IL-17) no plasma 

de camundongos tratados (+) ou não (-) com ciclofosfamida e/ou crotoxina e infectados (+) ou não (-) 

com E. cuniculi. Análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou diferenças 

estatísticas, p<0,05*, p<0,01**. 
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Figura 9. Expressão de RNA mensageiro (mRNA) para NLRP3, ASC, Caspase 1 e IL-1β em leucócitos 

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

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

e não infectados; Cy-CTX - camundongos tratados com Cy + CTX e não 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) Expressão relativa de mRNA para NLRP3 em 

leucócitos circulantes. B) Expressão relativa de mRNA para ASC em leucócitos circulantes. C) 

Expressão relativa de mRNA para Caspase 1 em leucócitos circulantes. D) Expressão relativa de mRNA 

para IL-1β em leucócitos circulantes. Análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey 

revelou diferenças estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***.  
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DISCUSSÃO  

 

Os resultados aqui apresentados mostram que o tratamento com CTX de camundongos 

infectados pelo E. cuniculi acentuou o perfil pró-inflamatório, com aumento plasmático de 

citocinas Th1 e Th17 associado a maior expressão do inflamassoma NLRP3 e redução da carga 

fúngica, resultados que corroboram o incremento da atividade microbicida para esse grupo. 

Apesar de serem observadas reduções das populações de macrófagos, células B e linfócitos T 

nesse grupo, os linfócitos T CD4 e T CD8 tinham maior expressão de IFN-γ, fato que reflete 

seu estado de ativação em resposta ao patógeno, mediada pela CTX. Por sua vez, o grupo Cy-

infectado apresentou aumento das citocinas Th1, porém em concentrações menores e sem 

ativação do complexo inflamassoma NLRP3, o que aconteceu no grupo tratado com a CTX, 

fato que ressalta a participação do inflamassoma nos mecanismos imunitários contra E. 

cuniculi, mediados por essa ativo biológico. 

Os inflamassomas são complexos multiproteicos ativados em resposta às infecções, 

inflamações e processos autoimunes. Em relação ao inflamassoma NLRP3, expresso em 

células imunes da linhagem mieloide, como neutrófilos, monócitos e células dendríticas, 

acredita-se que patógenos fúngicos, bacterianos, virais e toxinas formadoras de poros induzam 

perturbação citosólica que são 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 transcrição, maturação e a produção de IL-

1β (Lamkanfi, Dixit, 2014). No âmbito da cascata do inflamassoma NLRP3, a caspase-1 

desempenha um papel central na imunidade inata, respondendo aos sinais citosólicos e 

iniciando uma resposta dupla. Primeiro, a caspase-1 induz a ativação e secreção de duas 

citocinas pró-inflamatórias, interleucina-1β (IL-1β) e IL-18. Em segundo lugar, a caspase-1 

desencadeia a piroptose, mecanismo de morte de células infectadas que remove o nicho 

intracelular protetor do patógeno e os torna suscetíveis à morte por um fagócito secundário 

(Jorgensen, Miao, 2015). Pela primeira vez, nós demonstramos que o tratamento com CTX 

promoveu aumento da expressão relativa dos genes associados ao inflamassoma NLRP3 nos 

animais infectados, tornando-os mais inflamados e com menor carga fúngica, corroborando o 

conceito de que os estímulos gerados pela IL-1β são mediadores da inflamação e das respostas 

imunes e que desempenham papel importante na atividade microbicida, agora demonstrada 

contra E. cuniculi. Contudo, não se pode descartar a possibilidade da indução de piroptose de 

células infectadas como forma de contenção do patógeno. A piroptose não foi descrita como 

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

Ao contrário dos nossos resultados, anteriormente foi relatada a inibição da secreção de 

citocinas em camundongos injetados com veneno total de Crotalus terrificus ou com a fração 

CTX (Rangel-Santos et al., 2004). A CTX também foi capaz de exercer um potente efeito 

inibitório nas respostas humorais e celulares induzidas pela imunização com albumina sérica 

humana (HSA), mesmo quando injetada após o desencadeamento da imunidade inata 

(Favoretto et al., 2011). Embora a citocina IL-1β não tenha sido quantificada em nosso estudo, 

a expressão aumentada do inflamassoma NLRP3 associada com o aumento do perfil de 

citocinas Th1 e Th17, é exatamente oposta ao que foi relatado com a administração de CTX 

em camundongos com colite murina experimental, nos quais houve redução da secreção IL-1β, 

IL-6 e TNF-α nos homogenatos de segmento colônico e diminuição do influxo de células 

inflamatórias no intestino (Almeida et al., 2015).  

Aumento das citocinas pró-infamatórias TNF-α, IFN-γ, IL-2 e IL-6 foi evidenciado nos 

grupos infectados e tratados com Cy e/ou CTX. Além da atuação da Cy sobre o DNA e RNA 

celular, seus efeitos sobre o metabolismo resultam na produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (Khurshid et al., 2020). As ROS geradas induzem a ativação de diferentes fatores de 

transcrição como NF-κβ, que regulam a expressão de citocinas pró-inflamatórias como IL-6 e 

TNF-α que, subsequentemente, resultam na ativação da cicloxegenase-2 (COX-2) (Mahrous et 

al., 2022). Anteriormente, o aumento de citocinas IFN-γ, TNF-α 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 expressão de genes e proteínas 

pertencentes a membros da família IL-1, como IL-1β, IL-18 e IFN-γ. Os resultados observados 

no grupo Cy-CTX-infectado sugerem que a CTX ativou genes ligados ao inflamassoma NLRP3 

com subsequente aumento na expressão do gene de IL-1β.   

No presente estudo, nós demonstramos redução de macrófagos associada ao tratamento 

com Cy e, por sua vez, um aumento da polarização de macrófagos para o perfil M2 foi 

associado à infecção pelo E. cuniculi, mostrando a capacidade do patógeno em modular a 

atividade de macrófagos in vivo. Ao administrar CTX houve redução de expressão de 

moléculas de ativação (CD80/86 e IL-12) nos macrófagos, sugerindo menor perfil microbicida. 

In vitro, o tratamento com CTX de macrófagos peritoneais aderentes desafiados pelo E. 

cuniculi determinou aumento do perfil M1, com elevada produção das citocinas TNF-α e IL-6 

e aumento de morte de macrófagos por necrose (Nascimento, 2023). Resultados semelhantes 
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foram relatados na infecção por L. amazonenses em macrófagos peritoneais tratados com CTX, 

os quais apresentaram aumento na capacidade fagocítica e na eliminação dos parasitos 

intracelulares, elevada produção de NO e de citocinas pró-inflamatórias, caracterizando o perfil 

M1 (Farias et al., 2017). Porém macrófagos diferenciados da medula óssea de camundongos 

séptico tratados com CTX tiveram menor atividade microbicida e perfil M2 (Bretones et al., 

2022). Nossos resultados também mostraram que os macrófagos peritoneais tinham 

predomínio do perfil M2, contudo a carga fúngica foi menor com o uso de CTX, fenômeno que 

deverá ser melhor investigado e que poderia estar vinculado à ação microbicida de outras 

células imunitárias. 

Foi relatado que o tratamento de camundongos com CTX suprimiu a proliferação de 

células T do baço e a produção de IL-4 após imunização com soro albumina humana (Favoretto 

et al., 2011).  Adicionalmente, Zambelli et al. (2008) mostraram que a CTX reduziu o número 

de linfócitos circulantes no sangue e na linfa e aumentou o número de linfócitos T (CD3+) e B 

(CD45R+) no linfonodo mesentérico. Aqui, a redução observada nas populações de linfócitos 

T CD4 e T CD8 foi vinculada ao tratamento com Cy, entretanto, nos grupos tratado com CTX 

e desafiados com E. cuniculi, esses linfócitos estavam mais ativados, com maior expressão de 

IFN-γ, fato que pode ser atribuído a atividade contra presença do patógeno, porém intensificado 

pela modulação causada pela CTX, e que poderia ser aventado como responsável pela menor 

carga fúngica desse grupo.  

A Cy é um alquilante citotóxico, biotransformada pelo citocromo P450, que impede a 

divisão celular, facilita a apoptose, retarda e suprime a resposta de células T, B e macrófagos, 

favorece a mielossupressão, e afeta a função e o número dos neutrófilos, linfócitos, hemácias 

e plaquetas (Girard et al., 2011; Khurshid et al., 2020; Mahrous et al., 2022). No presente 

estudo, observou-se diminuição dos linfócitos B-1 e B-2 em todos os grupos 

imunossuprimidos, achado que pode ser atribuído 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 

fenótipo e na distribuição tecidual (Baumgarth, 2021). Estudos anteriores mostraram a 

participação 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 resistência à 

infecção. Quando os camundongos Xid são tratados com Cy, a infecção dissemina e se 

intensifica com padrão semelhante ao observado em camundongos SCID ou Nude (Moysés et 

al., 2022). Portanto, a redução das células B também está vinculada à infecção mais grave, com 

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

As células B-1 são 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 superfície celular, e B-1b, que não o faz. As células B1a produzem a 

maior parte dos anticorpos IgM naturais no soro e participam na primeira linha de defesa, 

enquanto as células B1b são essenciais para o desenvolvimento de células B1 produtoras de 

IgM de memória e formam uma ponte para o sistema imunitário adaptativo (Griffin, Rothstein, 

2012; Popi et al., 2016).  Demonstrou-se que as células B1b cumprem uma função mais 

“semelhante a APC” (célula apresentadora de antígeno) do que as células B1a (Smith, 

Baumgarth, 2018). Apesar da redução de células B-1, foi evidenciado o aumento da população 

de B-1b, fato sugestivo do desempenho das células B-1b na apresentação antigênica, talvez em 

compensação a função de macrófagos que estavam numericamente diminuídos, e são 

diretamente afetados pela infecção pelo E. cuniculi. 

Para concluir, o tratamento com CTX de camundongos imunossuprimidos com Cy e 

infectados com E. cuniculi determinou a ativação do complexo inflamassoma NLRP3 e 

aumento de citocinas Th1 e Th17 associado a redução da carga fúngica. Por sua vez, sem o 

tratamento com CTX, a infecção causou produção de citocinas predominantemente Th1 e sem 

expressão dos genes associados ao complexo NLRP3. A modulação 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 importância de explorar os efeitos imunomoduladores da CTX na 

encefalitozoonose. 
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