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RESUMO 

A hiperglicemia, uma alteração marcante no diabetes, provoca modificações na resposta 

imune e aumenta a suscetibilidade dos indivíduos diabéticos a infecções. Em macrófagos 

cultivados em alta concentração de glicose (HG) foram identificadas modificações no 

metabolismo, no fenótipo e na atividade fagocítica, comprometendo sua função como 

linha de defesa primária. Também foi relatado que camundongos com hiperglicemia 

induzida por estreptozotocina tiveram maior suscetibilidade à encefalitozoonose, sendo 

associada à diminuição de células T CD4+, B-1, B-2 e níveis diminuídos de IFN-γ. O 

objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da HG no perfil e a atividade de macrófagos 

obtidos de células peritoneais aderentes (APerC) desafiados com o microsporídio E. 

cuniculi. APerC foram cultivadas com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal 

bovino (R10) ou R10 com 30 mM de glicose (R10HG30), sendo desafiadas com esporos 

de E. cuniculi na concentração de 4 esporos para cada macrófago, por 1 hora, 3, 6 e 24 

horas. Após esses períodos, foi mensurada a viabilidade celular, a mediana de 

intensidade de fluorescência (MFI) de CD40 e CD206, a carga fúngica e a produção de 

citocinas Th1, Th2, Th17. Macrófagos cultivados em meio R10 e desafiados com E. 

cuniculi por uma hora e 3 horas, apresentaram aumento do perfil M2 e declínio na razão 

entre M1/M2 (1:1), com aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e 

IL-6 e atividade microbicida maior (menor carga fúngica) associada ao aumento da 

produção de NO. Nesse mesmo grupo, após 24 horas, houve aumento de macrófagos 

M1, diminuição do perfil M2 com aumento na razão entre M1/M2 (5:1), associado ao 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6, IL-17 e INF-γ. Contudo, 

a atividade microbicida e produção de NO foram semelhantes ao grupo R10HG30. Ao 

desafiar com o patógeno, por uma hora e 3 horas, macrófagos cultivados com alta 
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concentração de glicose demonstraram perfil de macrófagos semelhante ao observado 

no tratamento com R10, com predomínio de M2, associado a atividade microbicida 

reduzida (maior carga fúngica em comparação ao R10) e menor produção de NO. Após 

24 horas, apesar de ser observado aumento de macrófagos M1, os macrófagos M2 

continuavam altos assim como havia declínio na razão entre M1/M2 (1:1). 

Corroborando esse achado, foram identificadas citocinas com perfil misto TNF-α, IL-6, 

IL-17, INF-γ e IL-10. Conclui-se que a alta concentração de glicose direcionou os 

macrófagos para o perfil M2 e reduziu a produção de NO e a atividade microbicida de 

macrófagos M1 contra E. cuniculi. 

 

Palavras-Chave: Imunidade inata; hiperglicemia; macrófagos; Microsporidia 

 

ABSTRACT 

Hyperglycemia, a marked alteration in diabetes, causes changes in the immune response 

and increases the susceptibility of diabetic individuals to infections. In macrophages 

cultured in high glucose concentration (HG), changes in metabolism, phenotype and 

phagocytic activity were identified, compromising their function as a primary line of 

defense. It was also reported that mice with streptozotocin-induced hyperglycemia had 

increased susceptibility to encephalitozoonosis, which was associated with a decrease in 

CD4+, B-1, B-2 T cells and decreased levels of IFN-γ. The aim of this study was to evaluate 

the effects of HG on the profile and activity of macrophages obtained from adherent 

peritoneal cells (APerC) challenged with the microsporidium E. cuniculi. APerC were 

cultured in RPMI medium supplemented with 10% fetal bovine serum (R10) or R10 with 

30 mM glucose (R10HG30) and challenged with E. cuniculi spores at a concentration of 4 
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spores for each macrophage for 1, 3, 6 and 24 hours. After these periods, cell viability, 

median fluorescence intensity (MFI) of CD40 and CD206, fungal burden and production 

of Th1, Th2, Th17 cytokines were measured. Macrophages cultured in R10 medium and 

challenged with E. cuniculi for 1 hour and 3 hours showed an increase in the M2 profile 

and a decline in the M1/M2 ratio (1:1), with increased production of pro-inflammatory 

cytokines TNF-α and IL-6 and greater microbicidal activity (lower fungal burden) 

associated with increased NO production. In this same group, after 24 hours, there was 

an increase in M1 macrophages, a decrease in the M2 profile with an increase in the 

M1/M2 ratio (5:1), associated with an increase in the production of pro-inflammatory 

cytokines TNF-α, IL-6, IL-17 and INF-γ. However, the microbicidal activity and NO 

production were like the R10HG30 group. When challenged with the pathogen for one 

hour and three hours, macrophages cultured with high glucose concentration 

demonstrated a macrophage profile like that observed in the treatment with R10, with 

a predominance of M2, associated with reduced microbicidal activity (higher fungal load 

compared to R10) and lower NO production. After 24 hours, although an increase in M1 

macrophages was observed, M2 macrophages remained high, as well as a decline in the 

M1/M2 ratio (1:1). Corroborating this finding, cytokines with a mixed profile TNF-α, IL-6, 

IL-17, INF-γ and IL-10 were identified. It is concluded that the high glucose concentration 

directed macrophages to the M2 profile and reduced NO production and the microbicidal 

activity of M1 macrophages against E. cuniculi. 

 

Keywords: Innate immunity; hyperglycemia; macrophages; Microsporidia 
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1. Introdução 

A hiperglicemia, referente ao aumento da glicemia acima dos níveis séricos 

considerados fisiológicos, pode ocorrer em diversas situações tais como estresse, 

infecções, insuficiência hepática, hiperadrenocortisonismo, uso excessico de 

corticoesteróides, produção insuficiente de insulina ou ainda resistência periférica a 

insulina. As duas últimas citadas são as principais causas de hiperglicemia e estão 

diretamente relacionadas ao Diabetes mellitus (DM) tipo 1, caracterizada pela 

deficiência de insulina, e DM tipo 2, decorrente da resistência periférica à insulina. 

Cerca 8,4 milhões de pessoas no mundo possuem DM, sendo a DM tipo 1 a mais 

frequente e com 18% de prevalência em pacientes com 20 anos ou menos de idade. 

No Brasil, cerca de 20 milhões de brasileiros apresentam DM com dominância do tipo 

2 (Cho et al., 2018).  

A hiperglicemia resultante de DM pode trazer diversas complicações 

fisiopatológicas e manifestações clínicas que impactam na qualidade de vida e 

diminuem a expectativa de vida. O ambiente hiperglicêmico diminui as interações 

leucócito-célula endotelial, reduz o número de leucócitos em lesões inflamatórias, 

diminui a geração de superóxido com redução da liberação de fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α), interleucina-1ß e prostaglandina E2 por leucócitos após exposição 

ao lipopolissacarídio (LPS) (Alba-Loureido, 2007), adicionalmente retarda a fagocitose 

e diferenciação de macrófagos (Wicks et al., 2014).   

Macrófagos são células imunes inatas que adotam diversos estados de 

ativação em resposta ao seu microambiente. Macrófagos M1 podem ser ativados por 

componentes bacterianos como lipopolissacarídeos (LPS), IFN-γ e fator estimulante 

de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), assumindo um fenótipo pró-
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inflamatório, aumentando a secreção de citocinas como fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α), Interleucina 1 beta (IL-1β), IL-6, IL-12, IL-18, estimulando sua atividade 

antimicrobiana pela produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), óxido nítrico 

(NO) e peptídeos antimicrobianos (Murray et al, 2014, Aki et al., 2020; Martin, García, 

2021). Por outro lado, o fenótipo alternativo ou M2, é ativado em resposta às citocinas 

IL-4 e IL-13, promovendo uma resposta antiinflamatória pela expressão de altos níveis 

de IL-10 e fator de crescimento transformador (TGF-β), iniciando o reparo tecidual 

(Locati et al., 2020).  

As células M1 usam a glicólise para ativar sua função microbicida, enquanto os 

macrófagos M2 dependem da fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS) para 

produção de energia sustentada (Huang et al., 2014; Tan et al., 2015, Bossche, Luke, 

2017). Essas cascatas metabólicas refletem a produção de energia dos macrófagos, 

assim como ditam diretamente seu fenótipo (Tannahill et al., 2013; Tan et al., 2015). 

Dessa forma, os macrófagos são influenciados pela hiperglicemia e, nessas condições, 

aumentam a secreção de citocinas, reduzem a atividade fagocítica e a produção de 

NO (Pavlou et al., 2018). Macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) de 

camundongos diabéticos mostram aumento de expressão gênica pró-inflamatória, 

mesmo quando cultivado em condições normais de glicose, sugerindo um efeito de 

priming impulsionado pela hiperglicemia (Qiu et al., 2019). A hiperglicemia associada 

à resistência insulínica é um fator de risco para muitas doenças, nessas condições a 

dependência aumentada dos macrófagos pró-inflamatórios à glicólise é um dos 

mecanismos responsáveis pela resposta inflamatória ineficaz. Em condições de alta 

glicose (HG), os macrófagos secretam vários mediadores como citocinas inflamatórias, 

fatores pró-fibróticos e metaloproteinases de matriz, contribuindo com as 
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complicações relacionadas à hiperglicemias (Qiu et al., 2019).  

O filo Microsporidia é constituido por um grupo de fungos unicelulares 

atípicos, intracelulares obrigatórios e formadores de esporos (Han, Weiss, 2017). Na 

natureza, esses microorganismos acometem vertebrados e invertebrados (Lallo et al., 

2012a, Lallo et al., 2012b, Becnel, Andreadis, 2014, Llarena-Reino et al., 2017). Com o 

advento do HIV/AIDS e o crescimento de doenças imunossupressoras, tal qual 

receptores de transplante de órgãos ou medula ou doenças autoimunes, as infecções 

oportunistas passaram a ser mais pesquisadas, sendo incluidas as microsporidioses 

(Didier, 2005, Didier, Weiss, 2011, Nooshadokht et al., 2017, Amer et al., 2019). São 

descritas 17 espécies de microsporídios que acometem mamíferos com diversidade 

de animais domésticos de produção (bovinos, caprinos, ovinos, suínos, bubalinos, 

equinos e lagomorfos), de companhia (caninos e felinos), de laboratório 

(camundongos e ratos) e ainda muitas espécies selvagens e em seres humanos, 

considerados importantes para a saúde única (Amer et al., 2019, Han, Weiss, 2017).  

Os microsporídios estão entre os agentes intracelulares mais eficientes e 

desenvolvidos para o parasitismo (Han et al., 2019). É importante ressaltar que esses 

patógenos apresentam graus extremos de redução genética, resultando em 

metabolismo incompleto que é particularmente evidente nas vias de geração de ATP 

(Wiredu Boakye et al., 2017). Consequentemente, os microsporídios apresentam uma 

redução variável nas vias glicolíticas que é combinada com uma perda significativa das 

funções mitocondriais, incluindo a fosforilação oxidativa. Na verdade, como resultado 

da evolução redutiva eles apresentam o mitossoma, que tem apenas uma única 

função conhecida - montagem de aglomerados de ferro e enxofre (Goldberg et al., 

2008; Freibert et al., 2017). 
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Os microsporídios desenvolveram diversas estratégias para sobreviver no 

hospedeiro, entre elas, uma habilidade muito auspiciosa é explorar o metabolismo da 

célula sem comprometer sua sobrevivência. Para tal, os microsporídios parasitas de 

vertebrados produzem as hexoquinases, enzimas que catalisam a fosforilação da 

glicose em glicose-6-fosfato na célula hospedeira, com potencial de conduzir a 

glicólise no hospedeiro para obter vantagem metabólica, induzindo um perfil aeróbico 

hiperglicolítico, anabólico e resistente à apoptose. Este estado resulta não apenas na 

produção de ATP, mas também no fornecimento de metabólitos de carbono para 

aumentar a biomassa, bem como evitar a apoptose pela ligação de HK-VDAC, o que 

poderia favorecer o crescimento do parasita (Timofeev, 2020). 

Anteriormente, Francisco Neto et al. (2017) demonstraram que camundongos 

com hiperglicemia induzida por estreptozotocina - STZ, modelo de diabetes - DM, 

foram mais suscetíveis à encefalitozoonose, em especial quando imunossuprimidos 

por ciclofosfamida provavelmente devido à diminuição nas células T CD4+, B-1 e B-2 e 

níveis diminuídos de IFN-γ.  Entretanto, as modificações induzidas no perfil dos 

macrófagos e sua contribuição como célula inata no curso dessa infecção não foi 

esclarecido.  Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos das altas 

concentrações de glicose sobre o perfil e a atividade de células peritoneais aderentes 

(APerC) desafiadas com o microsporídio E. cuniculi.  

 

2 Materiais e métodos 

 

2.1 Comitê de Ética 
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Os procedimentos foram realizados com a anuência do Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Paulista, de acordo com a diretiva do CONCEA - Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal, sob protocolo número 3502290719. 

 

2.2 Cultura de Encephalitozoon cuniculi 

Os esporos de E. cuniculi foram cultivados em células RK-13 (Rabbit Kidney) 

mantidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina 

e estreptomicina (R10), incubadas à 37C em atmosfera com 5% de CO2. Os esporos 

obtidos dos sobrenadantes foram armazenados a 4°C, purificados em gradiente de 

Percoll e mantidos em R10.   

 

2.3 Camundongos 

Os camundongos isogênicos specific pathogen free (SPF) das linhagens Balb/c 

com 12  a 14 semanas de idade, de ambos gêneros, 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 microisoladores com capacidade 

para cinco animais, em cada gaiola, com controle de luminosidade em ciclo claro/escuro 

de 12/12 horas, temperatura de 21°C, umidade relativa do ar de 45 a 55% e ventilação. 

Os animais receberam ad libitum ração peletizada irradiada e água esterilizada por 

autoclavagem.  
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2.4 Obtenção das células peritoneais aderentes (AperC) 

Camundongos foram submetidos ao aprofundamento anestésico com halotano 

até a completa parada cardiorrespiratória. Após assepsia, procedeu-se o lavado 

peritoneal com cerca 12 mL de tampão Macs( 0,744g de EDTA, 5g de Bovine Serum 

Albumine, 1L PBS)e centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos, então o sobrenadante foi 

descartado e as células contadas em câmara de Neubauer, com a adição de azul de 

Tripan para conferir a viabilidade. Em placas com 24 poços, cultivou-se 2x105 células por 

poço.  Após uma hora, descartou-se o sobrenadante. As APerC foram cultivadas 

overnight em meio R10 (grupo controle suplementado com 5,5 mM de glicose) ou em 

meio R10  30 mM de glicose (R10HG30). 

 

2.5 Delineamento Experimental 

Placas com 24 poços contendo em cada poço 2x105 APerCs, após serem 

incubadas overnight com R10 ou R10HG30, foram desafiadas com esporos de E. cuniculi 

na concentração de 4 esporos para cada macrófago (8 x105 esporos por poço) e, como 

controle, foram utilizadas placas contendo APerCs não desafiadas com esporos (Fig. 1). 

Após a inoculação de E. cuniculi, as APerCs ficaram incubadas pelos períodos de 1 hora, 

3, 6 e 24 horas, sendo as placas identificadas para cada desses períodos desafiadas ou 

não com o microsporídio. Após cada intervalo de incubação, para análise da influência 

da alta concentração de glicose sobre o fenótipo e a atividade microbicida das APerCs, 

procedeu-se a contagem dos esporos com o cálculo da carga fúngica, análise fenotípica 

dos macrófagos pela citometria de fluxo, mensuração da viabilidade dos macrófagos e 

dosagem de citocinas no sobrenadante das culturas. 
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Figura 1. Delineamento experimental. Células peritoneais aderentes (APerC) foram 

coletadas a partir de lavados peritoneais de camundongos Balb/c e incubadas em RPMI 

por uma hora. Após desprezar o sobrenadante, foram cultivadas overnight em RPMI 

suplementado com 10% de soro fetal bovino – R10 ou em R10 enriquecido com 30 mM 

de glicose – R10HG30. As APerC foram desafiadas ou não (controle) com esporos de E. 

cuniculi na proporção de 4 esporos por célula. Os períodos de incubação que se seguiram 

foram 1, 3, 6, e 24 horas. A seguir foram coletadas as células para análise dos fenótipos 

M1/M2, viabilidade, produção de óxido nítrico e de citocinas (TNF-α, INF-γ, IL-6, IL-17, 

IL-4, IL-10). Procedeu-se um segundo experimento para análise da carga fúngica. 

 

2.6 Avaliação do fenótipo dos macrófagos 

Após os períodos experimentais, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -

80ºC para posterior dosagem de citocinas. As células foram removidas com cell scraper 

e incubadas por 20 minutos em banho de gelo com anticorpo anti-CD16/CD32, em 

solução de tampão Macs, para bloqueio dos receptores Fc. Posteriormente, as células 

foram lavadas e, incubadas por 30 (trinta) minutos a 4°C com os seguintes anticorpos 

monoclonais: anti-CD40 de camundongo conjugado - PE PCy5 e anti-CD206 de 

camundongo conjugado – Alexa fluor 647 (BD Biosciences). Então, as células foram 

lavadas e ressuspendidas em 200 μL de PBS para realização da leitura em citometro de 
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Fluxo BD Accuri™ C6 (Biosciences). Todas as lavagens foram realizadas com tampão 

Macs com centrifugação a 4°C por 5 minutos com 1500 rpm. 

 

2.7 Avaliação de morte celular 

Os macrófagos foram removidos com cell scraper e lavados com tampão Macs 

com centrifugação a 4°C por 5 minutos com 1500 rpm. A seguir, foram marcados para  

análise da viabilidade, acrescentado 100 µL do tampão do Kit 7AAD/Anexina, 1 µL de 

7AAD e 1 µL Anexina em cada amostra, seguindo as recomendações do fabricante, 

foram incubadas por 15 minutos protegido da luz a temperatura ambiente. Logo após 

este período, adicionou-se 100 µL do tampão do kit e realizada a leitura no citômetro 

imediatamente ao término da marcação.  

 

2.8 Mensuração da carga fúngica 

Após os períodos experimentais, uma placa de cada período e de cada 

tratamento foi exclusivamente utilizada para a contagem de esporos. As células foram 

removidas com cell scraper e coletadas com o sobrenadante em tubo de 1,5 mL. 

Procedeu-se então a rutura das células pela homogeneização vigorosa do conteúdo, 

com seringa de 5 mL e agulha com calibre de 20x0,55 mm. Os esporos ficaram 

armazenado a 5 ºC até o momento da contagem, sendo os volumes justados para 1 mL. 

No momento da contagem, 10 µL dos esporos e 10 µL de azul de Tripan foram 

homogeneizados e dispostos na câmara de Neubauer. As contagens de esporos por poço 

e por período foram realizadas em câmara de Neubauer (Duquesne et al., 2021).  

 

2.9 Determinação de citocinas por citometria de fluxo 
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Os sobrenadantes das culturas de células foram coletados e armazenados a -

80ºC. Posteriormente, foram utilizados para a mensuração das citocinas TNF-α, INF-γ, 

IL-6, IL-4, IL-10, IL-17 (Kit Th1, Th2, Th17 BD) por citometria de fluxo pelo método 

Cytometric Bead Array (CBA), de acordo com as instruções do fabricante. A aquisição 

dos dados foi realizada em citometro de Fluxo BD Accuri™ C6 (Biosciences) e análise com 

software FCAP 3.0 Bead array (BD Bioescience).  

 

2.10 Determinação de Óxido Nítrico  

A produção de óxido nítrico (NO) foi determinada pelo método de 

quimiluminescência com iodeto de potássio em ácido acético glacial. As amostras de 

sobrenadantes das culturas APerCs em cada condição e tempo de tratamento foram 

coletadas e imediatamente mantidas em freezer -80°C até o momento do 

processamento das amostras no analisador Sievers NOA 280i (Analytix, Durham, Reino 

Unido), equipamento multiusuário alocado no Centro de terapia Celular e Molecular do 

departamento de Bioquímica da Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP).  Para 

obtenção da concentração de NO (em µM) em cada amostra analisada foi utilizada a 

equação da reta obtida com padrão de concentração conhecida de NO avaliado em cada 

grupo de amostras analisadas no equipamento. 

 

2.11 Atividade enzimática 

A avaliação do metabolismo celular foi realizada a partir de amostras de 

células peritoneais aderentes coletadas conforme descrito. As amostras foram 

ressuspensas em 300 μL de tampão de extração contendo Tris 100 mM, EDTA 2 µm, 

Triton 1% e inibidores de proteases e fosfatases, posteriormente foram sonicadas para 
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induzir o rompimento da membrana plasmática permitindo a liberação do citosol da 

célula. Após esse procedimento, os restos celulares foram centrifugados a 12000 rpm 

por 10 minutos e o sobrenadante, mantido em gelo, separado para os ensaios 

enzimáticos. Foram avaliadas as atividades enzimáticas de hexoquinase, glicose-6-

fosfato desidrogenase, 6 fosfofrutoquinase, piruvato quinase, citrato sintase e carnitina 

palmioiltrasnferase, conforme descrito a seguir. 

 

2.11.1 Hexoquinase 

Foi observada a atividade máxima da enzima pela quantificação de NADPH 

formado. O meio de ensaio para a determinação consistiu de Tris-HCl 75 mM; McCI2 7,5 

mM; EDTA 0,8 mM; KCI 1,5 mM; mercaptoetanol 4 mM; NADP + 0,4 Mm; ATP 2,5 mM; 

glicose 1 mM; creatina-triton X-100 1% (v/v); PH 7,5 ao qual foi adicionado 100 µL do 

sobrenadante, em um volume total de 1 mL. O ensaio foi iniciado pela adição de glicose 

ao meio e as determinações foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a 340 nm 

(Crabtree, Newsholme, 1972). 

 

2.11.2 Glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 

Para a atividade máxima dessa enzima utilizou-se o tampão de extração (pH: 

8,0), consiste em Tris-HCl 50 mM; MgCl2 7,5 mM, EDTA 1 mM, KCL e sulfato de magnésio 

5 mM. O meio de ensaio que foi utilizado é constituído por Tris-HCl 86 mM; MgCl2 6,9 

mM, NADP + 0,4 mM, glicose 6-fosfato 1,2 U; Triton X-100 1% (v/v), ao qual foram 

adicionados 100 µL de sobrenadante (Bergmeyer, Bernt, 1974). 

 

2.11.3 6 Fosfofrutoquinase 
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Nessa reação, o meio de ensaio tinha Tris-HCl 50 mM, MgSO4 2 mM, EDTA 0,8 

mM, KCl 5 mM, NADH 0,2 mM, ATP 1 mM, LDH 2 U, piruvato quinase 4 U, Triton X-100 

1% (v/v), pH 7,5 ao qual foram adicionados 20 µL do sobrenadante, em um volume total 

de 100 µL. O ensaio foi iniciado pela adição de F6P 3 mM e fosfoenolpiruvato 2 mM ao 

meio e as determinações foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a 340 nm (Opie, 

Newsholme, 1967). 

 

2.11.4 Piruvato quinase 

A atividade máxima da piruvato quinase foi determinada em meio contendo 

KHPO4 100 mM, MgCL2 10 mM, EDTA 0,8 mM, KCl 80 mM, NADH 0,17 mM, ADP 5 mM, 

LDH 9 U, Triton X-100 1% (v/v), pH 7,5 ao qual foram adicionados 20 µL do sobrenadante, 

em um volume total de 100 µL. O ensaio foi iniciado pela adição de fosfoenolpiruvato 

2mM ao meio e as determinações foram realizadas a 25°C, por 10 minutos, a 340 nm 

(Opie, Newsholme, 1967). 

 

2.11.5 Citrato sintase  

A atividade dessa enzima foi determinada pela quantificação do complexo 

formado entre a CoA liberada com o DTNB do meio. O tampão de extração (pH: 7,4) foi 

constituído por Tris- aminometano 50 mM; EDTA 1 mM; DTNB 0,2 mM; acetil- CoA 

0,1mM; oxaloacetato 0,5 mM e Triton X-100 1% (v/v), sendo adicionado 100 µL do 

sobrenadante (Alp et al., 1976). 

 

2.11.6 Carnitina Palmitoiltransferase 
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A atividade da enzima foi determinada utilizando o tampão de ensaio com 60mM 

Tris HCL; 1,5 mM EDTA; 0,25 mM DTNB; 0,035 mM palmitoyl-CoA; 1% triton x-100e 1,25 

mM L-(-) carnitina ou 1,25 mM D-(+) carnitina, em pH: 8,0. O volume total do ensaio foi 

de 175 µL de tampão de ensaio ao qual foi adicionado 25 µL de 

homogenato/sobrenadante. A reação foi iniciada pela adição de carnitina e monitorada 

a 412 nm por espectrofotometria. A atividade da enzima foi calculada pela diferença do 

DTNB da reação com a L-(-) carnitina pela reação com a D-(+) carnitina (Bieber et al., 

1972; Zammit, Newsholme, 1979). 

 

2.11.7 Determinação da concentração de proteínas 

A concentração de proteína foi determinada utilizando-se Micro BCA Kit 

conforme recomendações do fabricante. Rapidamente, uma amostra diluida 80x do 

extrato protéico foi misturada em mesmo volume de work reagent, contendo 25 partes 

de reagente A, 24 partes de reagente B e 1 parte de reagente C, contidos no kit. A 

concentração final de cada amostra foi determinada pelo cálculo de equação da reta 

obtido pela reação com curva padrão confeccionada com solução de albumina sérica 

bovina à 2mg, respeitando o intervalo de 0 a 200 μg e diluições aplicadas. 

 

2.11.8 Cálculo e expressão dos resultados 

A atividade máxima das enzimas foi expressa em nmol/min/mg de proteínas. Os 

cálculos da atividade máxima são feitos conforme a equação:  
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Onde: abs= diferença de absorbância; dt= delta do tempo de análise; VTE= 

volume total do ensaio; VA= volume da amostra. Coeficiente de extinção para 340 nm = 

6,22 (e = 6,22 nM-1. mL-1) e para 412 nm = 13,6 (e = 13,6 nM-1, mL-1). 

 

2.12 Determinação da expressão gênica das enzimas hexoquinase Hk1 e Hk2 e a 

fosfofrutoquinase Pfkl 

2.12.1 Extração de RNA 

O RNA total do pellet celular foi homogeneizado em 1 mL do reagente 

TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguido de separação da fase aquosa pela adição 

de 0,2 mL de clorofórmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) e centrifugação (14.000 

rpm) por 15 minutos a 4°C. Em seguida, a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) e o 

RNA precipitado pela adição de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, 

Whitehouse Station, NJ, USA) após incubação por 10 minutos (temperatura ambiente), 

seguido por centrifugação (14.000 RPM por 15 min a 4°C). Após o término da 

centrifugação o RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75% em água DEPC 

gelada, ressuspendido em 50 L de água DEPC e armazenados a -80 °C. A quantidade e 

pureza do RNA extraído foi estimado em aparelho de espectrofotometria, utilizando as 

razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 260/230 (≥ 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, 

Uniscience). 

2.12.2  Síntese de DNA complementar (cDNA)  
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O cDNA foi sintetizado a partir da transcrição reversa de 2000 ng de RNA 

total, na presença de 1 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 uma reação com volume final de 20 L contendo 

500 nM de dNTP, 25 g/mL de OLIGO dT, 1X solução tampão de primeira fita, 40 U de 

inibidor de RNase, 10 nM 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 de cDNA foi realizada 

por 50 minutos a 50°C, seguida por 5 minutos a 85°C. Após o término, o cDNA sintetizado 

foi armazenado a -20°C. 

2.12.3 Determinação da expressão gênica  

A expressão dos genes que codificam a hexoquinase Hk1 e Hk2 e a 

fosfofrutoquinase Pfkl foi determinada nas amostras de células APerC. As reações foram 

feitas em duplicata técnica e volume final de 10 L, contendo 2 L do cDNA sintetizado 

(2 ng), 5 L de SYBR Green I Master (LightCycler® 480, Roche Applied Science), 8 pmoles 

dos iniciadores específicos e q.s.q. de água Milli-Q Rnase free. Para o cálculo da 

quantidade relativa dos transcritos, utilizou-se o método comparativo 2−ΔΔCt, com os 

genes Gapdh como normalizadores e a amostra controle R10 utilizada para relativização 

da expressão gênica. Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraída pela média 

do Ct do controle endógeno, resultando em um ΔCt. Então, o ΔCt de cada amostra foi 

subtraído da média de ΔCts das amostras controle, resultando no ΔΔCt. Para o cálculo 

da expressão substituímos o valor de ΔΔCt obtido na fórmula 2−ΔΔCt. As análises das 

curvas de melting foram realizadas em rampa de aquecimento de 65°C a 95°C com 45 
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aquisições por °C e os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 

de 4 amostras. 

 

2.14 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa GraphPad Prism 

utilizando-se a análise de variância ANOVA de uma via ou duas vias para comparação 

entre os grupos. Os valores foram apresentados como média das quadriplicatas ou 

triplicatas experimentais ± o erro padrão. Os valores de p< 0,05 indicaram significância 

estatística, com intervalo de confiança de 95%. 

 

3. Resultados 

As APerCs mostraram boa viabilidade na primeira hora de incubação com 

frequência de células variando de 55 a 85% em todos os grupos analisados (Fig. 2A). Foi 

observado aumento da mediana de intensidade de fluorescência (MFI) para CD40+ nas 

APerCs cultivadas com R10HG30 e/ou desafiadas com E. cuniculi (Fig. 2B). Foi observado 

aumento da MFI para CD206 os grupos tratados com R10HG30 em relação ao controle, 

adicionalmente o desafio com E. cuniculi aumentou a MFI para CD206+, sendo mais 

expressivo em APerCs cultivada em R10, efeito especialmente vinculado ao patógeno 

(Fig. 2C). A análise da razão entre MFI para CD40+/ CD206+ demonstrou a redução de 

CD40 em APerCs tratadas com R10HG30 e desafiadas com o patógeno (Fig. 2D).  

Quanto à funcionalidade dos macrófagos, observou-se que a caga fúngica 

diminuiu no grupo de APerCs cultivadas em R10 em comparação ao grupo R10HG30, no 

qual a carga média de esporos por poço foi 800x105 contra 600x105 esporos por poço 

em R10, ou seja, houve aumento expressivo da carga fúngica em comparação ao 
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controle (Fig. 2E). Embora com quantidades similares de macrófagos M1 (CD4hight), foi 

demonstrado que esse grupo de macrófagos (APerCs R10) teve aumento na produção 

de óxido nítrico (NO), molécula com atividade microbicida importante (Fig. 2F).  

As citocinas TNF-α e IL-6 estavam aumentadas nos grupos infectados, sendo mais 

evidente no grupo com R10HG30, reforçando a hipótese de que a disponibilidade de 

glicose possa ter modificado as células para um perfil inflamado, apesar do menor efeito 

fungicida verificado pela carga fúngica e produção de NO (Fig. 2G, 2H).  

Após incubação de 3 horas, a viabilidade das APerCs reduziu para uma frequência 

entre 55 e 75% (Fig. 3A). Não houve diferença na MFI para CD40+ (Fig. 3B), contudo a 

MFI para CD206 aumentou apenas nas APerCs cultivadas em R10 e desafiadas com E. 

cuniculi (Fig. 3C). As razões de MFI de CD40+/ CD206+ seguiu a mesma tendência 

observada em uma hora de incubação, com redução na proporção entre M1 e M2 (Fig. 

3D). A carga fúngica foi maior na presença de alta concentração de glicose (Fig. 3E) e 

estava associada à menor produção de NO em comparação ao grupo R10 desafiado com 

E. cuniculi (Fig. 3F). Houve predomínio do perfil inflamatório das APerCs com aumento 

das TNF-α e IL-6 nos grupos infectados, particularmente houve aumento de TNF-α no 

grupo tratado com HG30, enquanto IL-6 estava mais aumentada no grupo R10 infectado 

(Fig. 3G, 3H). 
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Figura 2. Parâmetros de viabilidade, perfil dos macrófagos, carga fúngica e produção de 
citocinas pelas células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou não (-) com meio 
com alta concentração de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou não (-) com E. cuniculi após 
uma hora. A) Frequência (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescência 
MFI de APerC CD40+; C) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de APerC CD206+; 
D) Razão entre MFI CD40+/CD206+; E) Carga fúngica representada pelo número de 
esporos contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou não (-); F) Quantificação 
de óxido nítrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-α no sobrenadante de 
APerCs; H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs. 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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Figura 3. Parâmetros de viabilidade, perfil dos macrófagos, carga fúngica e produção de 
citocinas pelas células peritoneais aderentes tratadas (+) ou não (-) com meio com alta 
concentração de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou não (-) com E. cuniculi após 3 horas. 
A) Frequência (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de 
APerC CD40+; C) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de APerC CD206+; D) 
Razão entre MFI CD40+/CD206+; E) Carga fúngica representada pelo número de esporos 
contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou não (-); F) Quantificação de 
óxido nítrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-α no sobrenadante de APerCs; 
H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs. Análise de variância (ANOVA) de uma via 
com pós-teste Tukey revelou diferenças estatisticamente significantes p<0,05*, 
p<0,01**, p<0,001***. 
 

Após 6 horas de incubação, a viabilidade das APerCs ficou com frequência entre 

50 e 75% (Fig. 4A). Nesse período foi demonstrada ausência de diferenças na MFI para 

CD40+ entre os grupos (Fig. 4B). A MFI para CD206 reduziu nas APerCs tratadas com 

R10HG30 desafiadas ou não com E. cuniculi, sendo essa variação dependente da 

concentração de glicose no meio (Fig. 4C). Essa alteração impactou nas razões de MFI 

de CD40+/ CD206+, sendo demonstrada aumento na razão nos grupos tratados com 

R10HG30 (Fig. 4D). Nesse período não se observou diferença na carga fúngica entre os 

grupos desafiados (Fig. 4E), contudo apenas o grupo tratado com R10HG30 desafiado 

teve baixa produção de NO (Fig. 4F). Notou-se aumento do perfil inflamatório das 

citocinas TNF-α e IL-6, porém também foi detetada IL-17 nos grupos infectados, com 

aumento pronunciado de IL-17 no grupo tratado com HG30 desafiado (Fig. 4G, 4H, 4I), 

fenômeno que pode explicar a semelhança nas cargas fúngicas observadas entre os 

grupos desafiados (R10 x R10HG30). 
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Figura 4. Parâmetros de viabilidade, perfil dos macrófagos, carga fúngica e produção de 
citocinas pelas células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou não (-) com meio 
com alta concentração de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou não (-) com E. cuniculi após 
6 horas. A) Frequência (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescência 
MFI de APerC CD40+; C) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de APerC CD206+; 
D) Razão entre MFI CD40+/CD206+; E) Carga fúngica representada pelo número de 
esporos contabilizados nas culturas de APerC; F) Quantificação de óxido nítrico no 
sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-α no sobrenadante de APerCs; H) Citocina IL-
6 no sobrenadante de APerCs; I) Citocina IL-17 no sobrenadante de APerCs. Análise de 
variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou diferenças estatisticamente 
significantes p<0,05*, p<0,001*** 
 
 

Após 24 horas, todos os grupos demonstraram viabilidade com frequência entre 

70 e 85% (Fig. 5A). A MFI para CD40+ aumentou nos grupos desafiados com E. cuniculi 
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(Fig. 5B; Fig. Supl. 1) e a MFI de CD206+ aumentou somente no grupo R10HG30 desafiado 

com o patógeno (Fig. 5C; Fig. Supl. 1), ou seja, a infecção aumentou a MFI para CD40 e 

a associação entre a infecção e alta concentração de glicose aumentou a MFI para 

CD206+. Como consequência, a razão entre MFI de CD40+/ CD206+ demonstrou 

predomínio do perfil M1 no grupo R10 desafiado com E. cuniculi e um equilíbrio nas 

proporções entre M1 e M2 no grupo tradado com R10HG30 desafiado com E. cuniculi 

(Fig. 5D). Também não foi vista diferença na carga fúngica entre os grupos (Fig. 5E), 

assim como não se demonstrou diferença entre as concentrações de NO entre os grupos 

(Fig. 5F; Fig. Supl. 1). Novamente notou-se aumento das citocinas inflamatórias TNF-α, 

IL-6, IL-17 e INF-γ nos grupos desafiados (Fig. 5G, 5H, 5I, 5J). Pela primeira vez 

identificou-se a presença de uma citocina anti-inflamatória, IL-10 grupo tratado com 

HG30 e desafiado com E. cuniculi (Fig. 5L). 

Considerando que E. cuniculi é capaz de modular a produção de ATP em prol da 

sua proliferação, foram mensuradas as atividades enzimáticas de hexoquinase, glicose-

6-fosfato desidrogenase, 6 fosfofrutoquinase, piruvato quinase, citrato sintase e 

carnitina palmioiltrasnferase. Foi demonstrado o aumento da atividade da enzima 

hexoquinase em APerCs cultivadas em R10 e infectadas com E. cuniculi (Fig. 5A), contudo 

no ambiente com alta concentração de glicose não houve aumento na atividade dessa 

enzima. Outra enzima que demonstrou aumento foi a citrato sintase no mesmo grupo, 

APerCs cultivadas em R10 e infectadas com E. cuniculi. As demais enzimas, 

fosfofrutoquinase (Fig. 5B), glicose-6-fosfato desidrogenase (Fig. 5C), carnitina 

palmioiltrasnferase (Fig. 5E) e piruvato quinase (Fig. 5F) não manifestaram aumento da 

sua atividade. Adicionalmente, não houve aumento na expressão dos genes que 
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codificam as enzimas hexoquinase (Hk1 e Hk2) e a fosfofrutoquinase (Pfkl) foi 

identificado (Fig. 5G, 5H, 5I). 

 
De forma resumida (Quad. 1), observamos que os macrófagos, obtidos de APerCs 

e cultivados em meio R10 e desafiados com E. cuniculi por uma hora e 3 horas, 

apresentaram aumento do perfil M2 e declínio na razão entre M1/M2 (1:1), com 

aumento da produção de citocinas pró-inflamatórias TNF-α e IL-6 e atividade 

microbicida maior (menor carga fúngica) associada ao aumento da produção de NO. No 

último tempo de observação, houve aumento dos macrófagos M1, diminuição do perfil 

M2 com aumento na razão entre M1/M2 (5:1), associado ao aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6, IL-17 e INF-γ. Contudo, a atividade microbicida e 

produção de NO foram semelhantes ao grupo R10HG30. Ao desafiar com o patógeno, 

por uma hora e 3 horas, as células APerCs tratadas com alta concentração de glicose 

demonstraram perfil de macrófagos semelhante ao observado no tratamento com R10, 

com predomínio de M2, associado a atividade microbicida reduzida (maior carga fúngica 

em comparação ao R10) e menor produção de NO. Após 24 horas, apesar de ser 

observado aumento de macrófagos M1, os macrófagos M2 continuavam altos assim 

como havia declínio na razão entre M1/M2 (1:1). Corroborando esse achado, foram 

identificadas citocinas com perfil misto TNF-α, IL-6, IL-17, INF-γ e IL-10.  Nesse momento, 

atividade microbicida e produção de NO semelhante ao grupo R10 no mesmo tempo de 

observação.  
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Figura 5. Parâmetros de viabilidade, perfil dos macrófagos, carga fúngica e produção de 
citocinas pelas células peritoneais aderentes tratadas (+) ou não (-) com meio com alta 
concentração de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou não (-) com E. cuniculi após 24 horas. 
A) Frequência (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de 
APerC CD40+; C) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de APerC CD206+; D) 
Razão entre MFI CD40+/CD206+; E) Carga fúngica representada pelo número de esporos 
contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou não (-); F) Quantificação de 
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óxido nítrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-α no sobrenadante de APerCs; 
H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs; I) Citocina IL-17 no sobrenadante de 
APerCs; J) Citocina INF-γ no sobrenadante de APerCs; L) Citocina IL-10 no sobrenadante 
de APerCs.  Análise de variância (ANOVA) de uma via com pós-teste Tukey revelou 
diferenças estatisticamente significantes p<0,05, p<0,01**, p<0,001*** 
 

 

Figura 5. Análise da atividade enzimática e expressão de genes associados ao 
metabolismo de glicose em células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou não (-
) com meio com alta concentração de glicose (Glicose 30mM) e desafiadas (+) ou não (-
) com E. cuniculi. A) Mensuração da atividade de hexoquinase; B) Mensuração da 
atividade de fosfofrutoquinase; C) Mensuração da atividade de glicose-6-fosfato 
desidrogenase; D) Mensuração da atividade de citrato sintase; E) Mensuração da 
atividade de carnitina palmioiltrasnferase; F) Mensuração da atividade de piruvato 
quinas; G) Expressão gênica de hexoquinase Hk1; H) Expressão gênica de Hk2; I) 
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Expressão gênica de fosfofrutoquinase (Pfkl).  Análise de variância (ANOVA) de uma via 
com pós-teste Tukey revelou diferenças estatisticamente significantes p<0,05*.  
 

Quadro 1. Resumo dos principais resultados observados no perfil e atividade microbicida 

de macrófagos obtidos de células peritoneais aderentes (APerC) de acordo com o tempo 

de desafio com o patógeno E. cuniculi e o cultivo em meio R10 e R10 acrescido de alta 

concentração de glicose. 

 

Meio de cultura Período 

de 

incubação 

Perfil dos macrófagos Atividade microbicida 

 

 

 

APerCs cultivadas 

em R10 

desafiadas com 

E. cuniculi 

Uma hora 

e 3 horas 

• Aumento de macrófagos M2 

com declínio na razão entre 

M1/M2 (1:1) 

• Aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-6 

• Maior atividade 

microbicida (menor 

carga fúngica) 

associada ao 

aumento da 

produção de NO  

24 horas • Aumento de macrófagos M1 

e diminuição de M2 com 

aumento na razão entre 

M1/M2 (5:1)  

• Aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α, IL-6, IL-17 e INF-γ 

• Atividade 

microbicida e 

produção de NO 

semelhante ao grupo 

R10HG30  

 

 

 

 

 

APerCs cultivadas 

em R10HG30 

desafiadas com 

E. cuniculi 

Uma hora 

e 3 horas 

• Aumento de macrófagos M2 

com declínio na razão entre 

M1/M2 (1:1)  

• Aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias 

TNF-α e IL-6  

 

• Menor atividade 

microbicida (maior 

carga fúngica) 

associada a menor 

produção de NO 

 

24 horas • Aumento de macrófagos M1 

e aumento de M2 com 

declínio na razão entre 

M1/M2 (1:1)  

• Aumento da produção de 

citocinas com perfil misto 

TNF-α, IL-6, IL-17, INF-γ e IL-

10 

• Atividade 

microbicida e 

produção de NO 

semelhante ao grupo 

R10  
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Discussão 

No presente estudo, nós demonstramos que a concentração de glicose (30 mM) e 

o desafio com E. cuniculi influenciaram no perfil das APerCs, entre os perfis M1 (aumento 

da MFI para CD40) e M2 (aumento da MFI para CD206) ao longo dos períodos de 

incubação. Após uma hora e 3 horas do desafio com E. cuniculi, houve aumento do perfil 

M1 e M2 nos grupos cultivados com R10 e/ou R10HG30, simultaneamente ao aumento 

da produção de citocinas inflamatórias TNF-α e IL-6, contudo a carga fúngica foi maior no 

grupo tratado com R10HG30. No grupo cultivado com R10, ocorreu redução da carga 

fúngica e esse efeito microbicida foi associado à produção elevada de NO. Portanto, 

apesar do incremento no número de macrófagos M1 semelhante nos 2 grupos, o 

prejuízo na função microbicida do grupo tratado com HG30 foi atribuído à baixa produção 

de NO.  Corroborando nossos resultados, foi descrito que o tratamento de macrófagos 

derivados de monócitos THP-1 com essa mesma concentração de glicose induziu o 

aumento da secreção de citocinas inflamatórias e do fenótipo M1 (Zhang et al., 2017). 

Adicionalmente, macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) de camundongos 

diabéticos apresentaram aumento de expressão gênica pró-inflamatória (Qiu et al., 

2019) e também foi demonstrado o aumento no perfil M1 após 24 horas do desafio com 

o patógeno. 

No contexto de modulação M1 pró-inflamatória, deveria ser esperada a redução 

da carga fúngica, o que não ocorreu às 6 e 24 h e está alinhado ao que é observado em 

pacientes diabéticos hiperglicêmicos, os quais apresentam infecções mais graves e 

prolongadas (Ramalho et al., 2018; Lee et al., 2024).  Corroborando nossos resultados, 

in vitro, o estado hiperglicêmico sensibiliza os macrófagos a produzir mais citocinas, 
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porém reduzem sua atividade fagocítica e a produção de NO (Yoshii, Mizushima, 2017, 

Pavlou et al., 2018).  

O perfil de macrófagos M2 manteve aumento sustentado ao longo do 

experimento, em especial no grupo R10HG30 desafiado com E. cuniculi, o qual manteve a 

razão entre M1/M2 equivalente em todos os períodos de observação. A redução dos 

macrófagos M1 poderia contribuir para um ambiente menos microbicida, portanto mais 

favorável ao patógeno, contudo, a proliferação dos esporos ocorre no meio intracelular, 

ou seja, houve um tipo celular na cultura permissivo à infecção e proliferação, nós 

hipotetizamos que essas células sejam os macrófagos M2, contudo sem descartar que a 

proliferação possa ter ocorrido também em macrófagos M1, uma vez que foi 

demonstrado o predomínio dessa população nas culturas avalizadas. Anteriormente, 

nosso grupo descreveu que macrófagos M2 são permissivos ao E. cuniculi, permitindo a 

extrusão do túbulo polar e a sua proliferação no citoplasma (Pereira et al., 2019). No 

presente estudo, observamos que houve proliferação de esporos de E. cuniculi nas APerCs 

desafiadas, porém as tratadas com R10HG30 mostraram maior carga fúngica em uma e 3 

horas de incubação, nos demais períodos de incubação não foi reportada essa diferença 

entre os mesmos grupos.  

Foi demonstrado que as alterações do perfil e da atividade microbicida dos 

macrófagos estão vinculadas à manutenção da alta concentração de glicose, uma vez que 

são revertidas com a normalização da glicose (Pavlou et al., 2018). Os mesmos autores 

descreveram que a alta glicose a curto e longo prazo altera a resposta dos macrófagos 

com aumento da expressão de IL-1β e TNF-α, diminuição da produção de NO e IL-12p40 

por macrófagos M1 e aumento de Arg-1 e IL-10 em macrófagos M2, alterações que 

correspondem a atividade microbicida e bactericida diminuída (Pavlou et al., 2018). Os 
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nossos resultados corroboram esses achados, uma vez que observamos redução na 

produção de NO e produção de citocinas com perfil misto pró e antiinflamatório no 

período mais longo de incubação.  

Evidências recentes sugerem que as funções dos macrófagos são governadas pela 

reprogramação metabólica (Terán et al., 2022). As vias metabólicas não apenas fornecem 

energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP), mas também regulam as funções dos 

macrófagos. Por exemplo, durante a inflamação aguda, os macrófagos classicamente 

ativados (M1) utilizam predominantemente a glicólise, mas não a fosforilação oxidativa 

mitocondrial, para dar suporte à sua função inflamatória. Os microsporídios são parasitas 

intracelulares obrigatórios que possuem um genoma muito reduzido e não apresentam 

mitocôndrias. Eles não produzem ATP pela via do ácido tricarboxílico (TCA) e pela 

fosforilação oxidativa, porém possuem ferramentas para manipular o metabolismo da 

célula hospedeira para aquisição de nutrientes. A secreção de hexoquinase pelos 

microsporídios aumenta a produção de ATP pela via glicolítica, porém também foi 

demonstrado que eles são capazes de ativar o TCA (Timofeev et al., 2020). Nossos 

resultados mostraram aumento da atividade das enzimas hexoquinase e citrato sintase, 

associadas respectivamente à via glicolítica e ao TCA, no grupo R10 infectado pelo E. 

cuniculi, demonstram a manipulação exercida pelo patógeno nas células hospedeiras para 

aumentar a produção de ATP necessária para a proliferação do patógeno. Porém, como 

macrófagos M1 produzem altas concentrações de NO houve redução da carga fúngica nos 

primeiros tempos de observação. Posteriormente, as cargas fúngicas desse grupo ficaram 

semelhantes ao grupo R10HG30.  

Os macrófagos M2 dependem da fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS) 

para produção de energia sustentada (Huang et al., 2014; Tan et al., 2015, Terán et al., 
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2022). Assim, a intensa proliferação de microsporídios observada no grupo R10HG30 e a 

baixa atividade de hexoquinase, corroboram que essa via de produção de ATP não foi 

mobilizada, apesar da presença do microsporídio e sua capacidade de produção da 

enzima.  Portanto, outras avaliações de atividades metabólicas são necessárias para 

entender quais modificações metabólicas produzidas pela alta concentração de glicose 

contribuíram com o desenvolvimento e proliferação do patógeno em macrófagos M2. 

Diante do exposto, podemos concluir que a alta concentração de glicose 

direcionou os macrófagos para o perfil M2 e reduziu a produção de NO e a atividade 

microbicida de macrófagos M1 contra E. cuniculi.  
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Figura Suplementar 1. Perfil dos macrófagos e produção de óxido nítrico de células 
peritoneais aderentes tratadas R10 ou ou não (-) com meio com alta concentração de 
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glicose (HG30) e desafiadas (+) ou não (-) com E. cuniculi em uma hora, 3, 6 e 24 horas. 
A) Mediana de intensidade de fluorescência MFI de APerC CD40+; B) Mediana de 
intensidade de fluorescência MFI de APerC CD206+; C) Quantificação de óxido nítrico no 
sobrenadante de APerCs; Análise de variância (ANOVA) de duas vias com pós-teste de 
Bonferroni revelou diferenças estatisticamente significantes p<0,05, p<0,01**, 
p<0,001***, p<0,0001****. 

 

  


