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RESUMO

A hiperglicemia, uma alteracdo marcante no diabetes, provoca modificacdes na resposta
imune e aumenta a suscetibilidade dos individuos diabéticos a infec¢gdes. Em macrofagos
cultivados em alta concentracdo de glicose (HG) foram identificadas modificaces no
metabolismo, no fendtipo e na atividade fagocitica, comprometendo sua funcdo como
linha de defesa primaria. Também foi relatado que camundongos com hiperglicemia
induzida por estreptozotocina tiveram maior suscetibilidade a encefalitozoonose, sendo
associada a diminuicdo de células T CD4*, B-1, B-2 e niveis diminuidos de IFN-y. O
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da HG no perfil e a atividade de macréfagos
obtidos de células peritoneais aderentes (APerC) desafiados com o microsporidio 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 concentracao de 4 esporos para cada macréfago, por 1 hora, 3, 6 e 24
horas. Apds esses periodos, foi mensurada a viabilidade celular, a mediana de
intensidade de fluorescéncia (MFI) de CD40 e CD206, a carga fungica e a producdo de
citocinas Th1, Th2, Th17. Macréfagos cultivados em meio R10 e desafiados com E.
cuniculi por uma hora e 3 horas, apresentaram aumento do perfil M2 e declinio na razao
entre M1/M2 (1:1), com aumento da produgdo de citocinas pré-inflamatdrias TNF-a e
IL-6 e atividade microbicida maior (menor carga fungica) associada ao aumento da
producdo de NO. Nesse mesmo grupo, apos 24 horas, houve aumento de macréfagos
M1, diminuicdo do perfil M2 com aumento na razdo entre M1/M2 (5:1), associado ao
aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-6, IL-17 e INF-y. Contudo,
a atividade microbicida e producdao de NO foram semelhantes ao grupo R10HG30. Ao

desafiar com o patégeno, por uma hora e 3 horas, macréfagos cultivados com alta



concentracdo de glicose demonstraram perfil de macréfagos semelhante ao observado
no tratamento com R10, com predominio de M2, associado a atividade microbicida
reduzida (maior carga fungica em comparacdo ao R10) e menor producdo de NO. Apds
24 horas, apesar de ser observado aumento de macréfagos M1, os macréfagos M2
continuavam altos assim como havia declinio na razio entre M1/M2 (1:1).
Corroborando esse achado, foram identificadas citocinas com perfil misto TNF-a, IL-6,
IL-17, INF-y e IL-10. Conclui-se que a alta concentracdo de glicose direcionou os
macroéfagos para o perfil M2 e reduziu a produgdo de NO e a atividade microbicida de

macréfagos M1 contra E. cuniculi.

Palavras-Chave: Imunidade inata; hiperglicemia; macréfagos; 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-y. 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



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-a 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-a, IL-6, IL-17 and INF-y. 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-q, IL-6,
IL-17, INF-y 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



1. Introdugao

A hiperglicemia, referente ao aumento da glicemia acima dos niveis séricos
considerados fisioldgicos, pode ocorrer em diversas situacdes tais como estresse,
infeccbes, insuficiéncia hepdtica, hiperadrenocortisonismo, uso excessico de
corticoesterdides, producao insuficiente de insulina ou ainda resisténcia periférica a
insulina. As duas ultimas citadas sdo as principais causas de hiperglicemia e estdo
diretamente relacionadas ao Diabetes mellitus (DM) tipo 1, caracterizada pela
deficiéncia de insulina, e DM tipo 2, decorrente da resisténcia periférica a insulina.
Cerca 8,4 milhdes de pessoas no mundo possuem DM, sendo a DM tipo 1 a mais
frequente e com 18% de prevaléncia em pacientes com 20 anos ou menos de idade.
No Brasil, cerca de 20 milhGes de brasileiros apresentam DM com dominancia do tipo
2 (Cho et al., 2018).

A hiperglicemia resultante de DM pode trazer diversas complicagdes
fisiopatoldgicas e manifestagdes clinicas que impactam na qualidade de vida e
diminuem a expectativa de vida. O ambiente hiperglicmico diminui as interacdes
leucécito-célula endotelial, reduz o nimero de leucécitos em lesbes inflamatorias,
diminui a geracdo de superoxido com reducdo da liberacdo de fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1RB e prostaglandina E2 por leucécitos ap6s exposicao
ao lipopolissacaridio (LPS) (Alba-Loureido, 2007), adicionalmente retarda a fagocitose
e diferenciacdo de macréfagos (Wicks et al., 2014).

Macréfagos sdo células imunes inatas que adotam diversos estados de
ativacdo em resposta ao seu microambiente. Macréfagos M1 podem ser ativados por
componentes bacterianos como lipopolissacarideos (LPS), IFN-y e fator estimulante

de colonias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF), assumindo um fendétipo pro-



inflamatdrio, aumentando a secrecdo de citocinas como fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), Interleucina 1 beta (IL-1B), IL-6, IL-12, IL-18, estimulando sua atividade
antimicrobiana pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), éxido nitrico
(NO) e peptideos antimicrobianos (Murray et al, 2014, Aki et al., 2020; Martin, Garcia,
2021). Por outro lado, o fenétipo alternativo ou M2, é ativado em resposta as citocinas
IL-4 e IL-13, promovendo uma resposta antiinflamatdria pela expressado de altos niveis
de IL-10 e fator de crescimento transformador (TGF-B), iniciando o reparo tecidual
(Locati et al., 2020).

As células M1 usam a glicdlise para ativar sua funcao microbicida, enquanto os
macréfagos M2 dependem da fosforilagdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS) para
producdo de energia sustentada (Huang et al., 2014; Tan et al., 2015, Bossche, Luke,
2017). Essas cascatas metabdlicas refletem a producdo de energia dos macréfagos,
assim como ditam diretamente seu fenétipo (Tannahill et al., 2013; Tan et al., 2015).
Dessa forma, os macréfagos sao influenciados pela hiperglicemia e, nessas condigdes,
aumentam a secrec¢ao de citocinas, reduzem a atividade fagocitica e a produgao de
NO (Pavlou et al.,, 2018). Macréfagos derivados de medula déssea (BMDM) de
camundongos diabéticos mostram aumento de expressdo génica pré-inflamatodria,
mesmo quando cultivado em condi¢cdes normais de glicose, sugerindo um efeito de
priming impulsionado pela hiperglicemia (Qiu et al., 2019). A hiperglicemia associada
a resisténcia insulinica é um fator de risco para muitas doencas, nessas condicOes a
dependéncia aumentada dos macréfagos pré-inflamatoérios a glicélise é um dos
mecanismos responsaveis pela resposta inflamatdria ineficaz. Em condi¢des de alta
glicose (HG), os macréfagos secretam varios mediadores como citocinas inflamatdrias,

fatores pro-fibréticos e metaloproteinases de matriz, contribuindo com as



complicacdes relacionadas a hiperglicemias (Qiu et al., 2019).

O filo Microsporidia é constituido por um grupo de fungos unicelulares
atipicos, intracelulares obrigatdrios e formadores de esporos (Han, Weiss, 2017). Na
natureza, esses microorganismos acometem vertebrados e invertebrados (Lallo et al.,
20123, Lallo et al., 2012b, Becnel, Andreadis, 2014, Llarena-Reino et al., 2017). Com o
advento do HIV/AIDS e o crescimento de doengas imunossupressoras, tal qual
receptores de transplante de 6rgdos ou medula ou doencas autoimunes, as infecgdes
oportunistas passaram a ser mais pesquisadas, sendo incluidas as microsporidioses
(Didier, 2005, Didier, Weiss, 2011, Nooshadokht et al., 2017, Amer et al., 2019). Séo
descritas 17 espécies de microsporidios que acometem mamiferos com diversidade
de animais domésticos de producdo (bovinos, caprinos, ovinos, suinos, bubalinos,
equinos e lagomorfos), de companhia (caninos e felinos), de laboratério
(camundongos e ratos) e ainda muitas espécies selvagens e em seres humanos,
considerados importantes para a saude Unica (Amer et al., 2019, Han, Weiss, 2017).

Os microsporidios estdao entre os agentes intracelulares mais eficientes e
desenvolvidos para o parasitismo (Han et al., 2019). E importante ressaltar que esses
patdégenos apresentam graus extremos de reducdo genética, resultando em
metabolismo incompleto que é particularmente evidente nas vias de geracao de ATP
(Wiredu Boakye et al., 2017). Consequentemente, os microsporidios apresentam uma
reducdo variavel nas vias glicoliticas que é combinada com uma perda significativa das
funcdes mitocondriais, incluindo a fosforilacdo oxidativa. Na verdade, como resultado
da evolucdo redutiva eles apresentam o mitossoma, que tem apenas uma Unica
funcdo conhecida - montagem de aglomerados de ferro e enxofre (Goldberg et al.,

2008; Freibert et al., 2017).



Os microsporidios desenvolveram diversas estratégias para sobreviver no
hospedeiro, entre elas, uma habilidade muito auspiciosa é explorar o metabolismo da
célula sem comprometer sua sobrevivéncia. Para tal, os microsporidios parasitas de
vertebrados produzem as hexoquinases, enzimas que catalisam a fosforilacdo da
glicose em glicose-6-fosfato na célula hospedeira, com potencial de conduzir a
glicélise no hospedeiro para obter vantagem metabdlica, induzindo um perfil aerdbico
hiperglicolitico, anabdlico e resistente a apoptose. Este estado resulta ndo apenas na
producdo de ATP, mas também no fornecimento de metabdlitos de carbono para
aumentar a biomassa, bem como evitar a apoptose pela ligagdao 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 suscetiveis a encefalitozoonose, em especial quando imunossuprimidos
por ciclofosfamida provavelmente devido a diminuicao nas células T CD4*,B-1 e B-2 e
niveis diminuidos de IFN-y. Entretanto, as modifica¢cdes induzidas no perfil dos
macrofagos e sua contribuicdo como célula inata no curso dessa infec¢do nao foi
esclarecido. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos das altas
concentracdes de glicose sobre o perfil e a atividade de células peritoneais aderentes

(APerC) desafiadas com o microsporidio E. cuniculi.

2 Materiais e métodos

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

Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, sob protocolo nimero 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 a 37°C em atmosfera com 5% de CO;. Os esporos
obtidos dos sobrenadantes foram armazenados a 4°C, purificados em gradiente de

Percoll e mantidos em R10.

2.3 Camundongos

Os camundongos isogénicos specific pathogen free (SPF) das linhagens Balb/c
com 12 a 14 semanas de idade, de ambos géneros, obtidos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais da Universidade Federal de S3o Paulo
(Cedeme/UNIFESP), foram mantidos durante o periodo experimental no Laboratério de
Experimentacdao Animal da Universidade Paulista, em microisoladores com capacidade
para cinco animais, em cada gaiola, com controle de luminosidade em ciclo claro/escuro
de 12/12 horas, temperatura de 21°C, umidade relativa do ar de 45 a 55% e ventilagdo.
Os animais receberam ad libitum racdo peletizada irradiada e agua esterilizada por

autoclavagem.
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2.4 Obtencdo das células peritoneais aderentes (AperC)

Camundongos foram submetidos ao aprofundamento anestésico com halotano
até a completa parada cardiorrespiratéria. Apds assepsia, procedeu-se o lavado
peritoneal com cerca 12 mL de tampdo Macs( 0,744g de EDTA, 5g de Bovine Serum
Albumine, 1L PBS)e centrifugacdo a 1500 rpm por 5 minutos, entdo o sobrenadante foi
descartado e as células contadas em cadmara de Neubauer, com a adicdo de azul de
Tripan para conferir a viabilidade. Em placas com 24 pocos, cultivou-se 2x10° células por
poco. Apds 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 (R1I0HG30).

2.5 Delineamento Experimental

Placas com 24 pogos contendo em cada poco 2x10°> APerCs, apds serem
incubadas overnight com R10 ou R10HG30, foram desafiadas com esporos de E. cuniculi
na concentracdo de 4 esporos para cada macrofago (8 x10° esporos por pogo) e, como
controle, foram utilizadas placas contendo APerCs nao desafiadas com esporos (Fig. 1).
Apds a inoculagao de E. cuniculi, as APerCs ficaram incubadas pelos periodos de 1 hora,
3, 6 e 24 horas, sendo as placas identificadas para cada desses periodos desafiadas ou
ndo com o microsporidio. Apds cada intervalo de incubacdo, para analise da influéncia
da alta concentracdo de glicose sobre o fenétipo e a atividade microbicida das APerCs,
procedeu-se a contagem dos esporos com o cdlculo da carga fungica, analise fenotipica
dos macréfagos pela citometria de fluxo, mensuracdo da viabilidade dos macréfagos 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. Apds 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 nao (controle) com esporos de E.
cuniculi na proporcao de 4 esporos por célula. Os periodos de incubacdo que se seguiram
foram 1, 3, 6, e 24 horas. A seguir foram coletadas as células para analise dos fenétipos
M1/M2, viabilidade, producdo de oxido nitrico e de citocinas (TNF-a, INF-y, IL-6, IL-17,
IL-4, IL-10). Procedeu-se um segundo experimento para analise da carga fungica.

2.6 Avaliacdo do fenétipo dos macrofagos

Apds os periodos experimentais, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -
809C 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
solucdo de tampao Macs, para blogueio 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). Entdo, as células foram

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

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

2.7 Avaliagao de morte celular

Os macrofagos foram removidos com cell scraper e lavados com tampao Macs
com centrifugacdo a 4°C por 5 minutos com 1500 rpm. A seguir, foram marcados para
andlise da viabilidade, acrescentado 100 pL do tampdo do Kit 7AAD/Anexina, 1 uL de
7AAD e 1 uL Anexina em cada amostra, seguindo as recomendacdes do fabricante,
foram incubadas por 15 minutos protegido da luz a temperatura ambiente. Logo apds
este periodo, adicionou-se 100 uL do tampao do kit e realizada a leitura no citdmetro

imediatamente ao término da marcacao.

2.8 Mensuracao da carga fungica

Apds os periodos experimentais, uma placa de cada periodo 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 entdo a rutura das células pela homogeneizacdo vigorosa do conteudo,
com seringa de 5 mL e agulha com calibre de 20x0,55 mm. Os esporos ficaram
armazenado a 5 2C até o momento da contagem, sendo os volumes justados para 1 mL.
No momento da contagem, 10 pyL dos esporos e 10 pL de azul de Tripan foram
homogeneizados e dispostos na camara de Neubauer. As contagens de esporos por po¢o

e por periodo foram realizadas em camara de Neubauer (Duquesne et al., 2021).

2.9 Determinagao de citocinas por citometria de fluxo
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Os sobrenadantes das culturas de células foram coletados e armazenados a -
809C. Posteriormente, foram utilizados para a mensuracgao das citocinas TNF-a, INF-y,
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 instrucdes do fabricante. A aquisicdo
dos dados foi realizada em citometro de Fluxo BD Accuri™ C6 (Biosciences) e analise com

software FCAP 3.0 Bead array (BD Bioescience).

2.10 Determinagéo de Oxido Nitrico

A producdo de oxido nitrico (NO) foi determinada pelo método de
quimiluminescéncia com iodeto de potassio em acido acético glacial. As amostras de
sobrenadantes das culturas APerCs em cada condi¢do 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 multiusudrio alocado no Centro de terapia Celular e Molecular do
departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Para
obtencdo da concentracdo de NO (em uM) em cada amostra analisada foi utilizada a
equacdo da reta obtida com padrao de concentracdo conhecida de NO avaliado em cada

grupo de amostras analisadas no equipamento.

2.11 Atividade enzimatica

A avaliacdo do metabolismo celular foi realizada a partir de amostras de
células peritoneais aderentes coletadas conforme descrito. As amostras foram
ressuspensas em 300 L de tampdo de extracdo contendo Tris 100 mM, EDTA 2 um,

Triton 1% e inibidores de proteases e fosfatases, posteriormente foram sonicadas para
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induzir o rompimento da membrana plasmatica permitindo a liberacdo do citosol da
célula. Apds esse procedimento, os restos celulares foram centrifugados a 12000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante, mantido em gelo, separado para os ensaios
enzimaticos. Foram avaliadas as atividades enzimaticas 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 maxima da enzima pela quantificacdo de NADPH
formado. O meio de ensaio para a determinacgao consistiu de Tris-HCI 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 pL do
sobrenadante, em um volume total de 1 mL. O ensaio foi iniciado pela adi¢ao de glicose
ao meio e as determinagdes 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 mdaxima dessa enzima utilizou-se o tampdo de extracdo (pH:
8,0), consiste em Tris-HCI 50 mM; MgClI2 7,5 mM, EDTA 1 mM, KCL e sulfato de magnésio
5 mM. O meio de ensaio que foi utilizado é constituido por Tris-HClI 86 mM; MgCI2 6,9
mM, NADP + 0,4 mM, glicose 6-fosfato 1,2 U; Triton X-100 1% (v/v), ao qual foram

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

2.11.3 6 Fosfofrutoquinase



16

Nessa reacdo, o meio de ensaio tinha Tris-HCl 50 mM, MgS04 2 mM, EDTA 0,8
mM, KCI 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 puL do sobrenadante, em um volume total
de 100 pL. O ensaio foi iniciado pela adicdo de F6P 3 mM e fosfoenolpiruvato 2 mM ao

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

Newsholme, 1967).

2.11.4 Piruvato quinase

A atividade maxima da piruvato quinase foi determinada em meio contendo
KHPO4 100 mM, MgCL, 10 mM, EDTA 0,8 mM, KCI 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 pL do sobrenadante,
em um volume total de 100 pL. O ensaio foi iniciado pela adicdo de fosfoenolpiruvato
2mM ao meio e as determina¢Ges 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 quantificacdo do complexo
formado entre a CoA liberada com o DTNB do meio. O tampao de extracao (pH: 7,4) foi
constituido 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 uL do

sobrenadante (Alp et al., 1976).

2.11.6 Carnitina Palmitoiltransferase
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A atividade da enzima foi determinada utilizando o tampao 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 pyL de tampdo de ensaio ao qual foi adicionado 25 puL de
homogenato/sobrenadante. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de carnitina e monitorada
a 412 nm por espectrofotometria. A atividade da enzima foi calculada pela diferenga do
DTNB da reacdo com a L-(-) carnitina pela reagdo com a D-(+) carnitina (Bieber et al.,

1972; Zammit, Newsholme, 1979).

2.11.7 Determinagao da concentragao de proteinas

A concentracdo de proteina foi determinada utilizando-se Micro BCA Kit
conforme recomendacdes 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
concentracao final de cada amostra foi determinada pelo calculo de equac¢do da reta
obtido pela reagdo com curva padrao confeccionada com solu¢dao de albumina sérica

bovina a 2mg, respeitando o intervalo de 0 a 200 pg e dilui¢des aplicadas.

2.11.8 Calculo e expressao dos resultados
A atividade maxima das enzimas foi expressa em nmol/min/mg de proteinas. Os

calculos da atividade méaxima sdo feitos conforme a equacao:
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Abs/dt x V.T.E. x V.A.

Coef.Extingao x diluicao da
amostra

Onde: abs= diferenca de absorbancia; dt= delta do tempo de andlise; VTE=
volume total do ensaio; VA= volume da amostra. Coeficiente de extin¢gdo para 340 nm =

6,22 (e =6,22 nM. mL?') e para 412 nm = 13,6 (e = 13,6 nM%, mL?).

2.12 Determinag¢ao da expressao génica das enzimas hexoquinase Hk1l e Hk2 e a

fosfofrutoquinase Pfkl

2.12.1 Extracdao de RNA

O RNA total do pellet celular foi homogeneizado em 1 mL do reagente
TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), seguido de separagao da fase aquosa pela adi¢ao
de 0,2 mL de cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA) e centrifuga¢ao (14.000
rpm) por 15 minutos a 4°C. Em seguida, a fase aquosa foi coletada (sobrenadante) e o
RNA precipitado pela adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA) apds incubacdo por 10 minutos (temperatura ambiente),
seguido por centrifugacdo (14.000 RPM por 15 min a 4°C). Apds o término da
centrifugacdo o RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75% em agua DEPC
gelada, ressuspendido em 50 uL de dgua DEPC e armazenados a -80 °C. A quantidade e
pureza do RNA extraido foi estimado em aparelho de espectrofotometria, utilizando as
razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,

Uniscience).

2.12.2 Sintese de DNA complementar (cDNA)
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O cDNA foi sintetizado a partir da transcricdo reversa de 2000 ng de RNA
total, na presenca de 1 U da enzima transcriptase reversa (Kit Superscript I, Invitrogen)
(Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucdes recomendadas pelo fabricante. A
primeira fita de cDNA foi gerada em uma reagdo com volume final de 20 plL contendo
500 nM de dNTP, 25 ug/mL de OLIGO dT, 1X solugdo tampao de primeira fita, 40 U de
inibidor de RNase, 10 nM de DTT pela enzima Superscript Il. Inicialmente, a mistura de
RNA, dgua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de
possiveis estruturas secundarias. Em seguida, a reacdo de sintese de cDNA foi realizada
por 50 minutos a 50°C, seguida por 5 minutos a 85°C. Apds o término, o cDNA sintetizado

foi armazenado a -20°C.

2.12.3 Determinagao da expressao génica

A expressdao dos genes que codificam a hexoquinase Hk1 e Hk2 e a
fosfofrutoquinase Pfkl foi determinada nas amostras de células APerC. As reacdes foram
feitas em duplicata técnica e volume final de 10 L, contendo 2 pL do cDNA sintetizado
(2 ng), 5 uL de SYBR Green | Master (LightCycler® 480, Roche Applied Science), 8 pmoles
dos iniciadores especificos e q.s.q. de agua Milli-Q Rnase free. Para o cdlculo da
quantidade relativa dos transcritos, utilizou-se o método comparativo 2722, com os
genes Gapdh como normalizadores e a amostra controle R10 utilizada para relativizagao
da expressao génica. Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela média
do Ct do controle endégeno, resultando em um ACt. Entdo, o ACt de cada amostra foi
subtraido da média de ACts das amostras controle, resultando no AACt. Para o célculo
da expressdo substituimos o valor de AACt obtido na formula 2722, As anélises das

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

de 4 amostras.

2.14 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism
utilizando-se a andlise de varidncia ANOVA de uma via ou duas vias para comparacao
entre os grupos. Os valores foram apresentados como média das quadriplicatas ou
triplicatas experimentais + o erro padrdo. Os valores de p< 0,05 indicaram significancia

estatistica, com intervalo de confianga de 95%.

3. Resultados

As APerCs mostraram boa viabilidade na primeira hora de incubagdo com
frequéncia de células variando de 55 a 85% em todos os grupos analisados (Fig. 2A). Foi
observado aumento da mediana de intensidade de fluorescéncia (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 relacdo 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 patdgeno
(Fig. 2C). A anélise da razdo entre MFI para CD40*/ CD206* demonstrou a redugdo de
CD40 em APerCs tratadas com R10HG30 e desafiadas com o patégeno (Fig. 2D).

Quanto a funcionalidade dos macrofagos, observou-se que a caga fungica
diminuiu no grupo de APerCs cultivadas em R10 em comparacdo ao grupo R10HG30, no
qual a carga média de esporos por poco foi 800x10° contra 600x10° esporos por pogo

em R10, ou seja, houve aumento expressivo da carga fungica em compara¢do ao
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controle (Fig. 2E). Embora com quantidades similares de macréfagos M1 (CD4heht), foi
demonstrado que esse grupo de macroéfagos (APerCs R10) teve aumento na producado
de 6xido nitrico (NO), molécula com atividade microbicida importante (Fig. 2F).

As citocinas TNF-a e IL-6 estavam aumentadas nos grupos infectados, sendo mais
evidente no grupo com R10HG30, reforcando a hipétese de que a disponibilidade de
glicose possa ter modificado as células para um perfil inflamado, apesar do menor efeito
fungicida verificado pela carga fungica e producdo de NO (Fig. 2G, 2H).

Apdsincubacdo de 3 horas, a viabilidade das APerCs reduziu para uma frequéncia
entre 55 e 75% (Fig. 3A). Nao houve diferenga 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 razGes de MFI de CD40*/ CD206" seguiu a mesma tendéncia
observada em uma hora de incubag¢do, com redugdo na proporg¢ado entre M1 e M2 (Fig.
3D). A carga fungica foi maior na presenca de alta concentracdo de glicose (Fig. 3E) e
estava associada a menor produ¢ao de NO em comparac¢ao ao grupo R10 desafiado com
E. cuniculi (Fig. 3F). Houve predominio do perfil inflamatério das APerCs com aumento
das TNF-a e IL-6 nos grupos infectados, particularmente houve aumento de TNF-a no
grupo tratado com HG30, enquanto IL-6 estava mais aumentada no grupo R10 infectado

(Fig. 3G, 3H).
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Figura 2. Parametros de viabilidade, perfil dos macrdfagos, carga fungica e producdo de
citocinas pelas células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou ndo (-) com meio
com alta concentracdo de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi apds
uma hora. A) Frequéncia (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia
MFI de APerC CD40*; C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD206%;
D) Razdo entre MFI CD40*/CD206"; E) Carga fungica representada pelo nimero de
esporos contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou ndo (-); F) Quantificacdo
de 6xido nitrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-a no sobrenadante de
APerCs; H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs. Andlise de variancia (ANOVA) de
uma via com pés-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05%,
p<0,01**, p<0,001***.
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Figura 3. Parametros de viabilidade, perfil dos macrdfagos, carga fungica e producdo de
citocinas pelas células peritoneais aderentes tratadas (+) ou nao (-) com meio com alta
concentracdo de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi apés 3 horas.
A) Frequéncia (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de
APerC CD40*; C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD206*; D)
Razdo entre MFI CD40*/CD206%; E) Carga fungica representada pelo nimero de esporos
contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou ndo (-); F) Quantificacdo de
oxido nitrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-a no sobrenadante de APerCs;
H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs. Analise de variancia (ANOVA) de uma via
com pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05%,
p<0,01**, p<0,001***,

Apds 6 horas de incubacdo, a viabilidade das APerCs ficou com frequéncia entre
50 e 75% (Fig. 4A). Nesse periodo foi demonstrada auséncia de diferencas na MFI para
CD40* entre os grupos (Fig. 4B). A MFI para CD206 reduziu nas APerCs tratadas com
R10HG30 desafiadas ou ndo com E. cuniculi, sendo essa variacdo dependente da
concentracdo de glicose no meio (Fig. 4C). Essa alteracdo impactou nas razées de MFI
de CD40*/ CD206*, sendo demonstrada aumento na razdo nos grupos tratados com
R10HG3O0 (Fig. 4D). Nesse periodo ndo se observou diferenca na carga fungica entre os
grupos desafiados (Fig. 4E), contudo apenas o grupo tratado com R10HG30 desafiado
teve baixa producdo de NO (Fig. 4F). Notou-se aumento do perfil inflamatério das
citocinas TNF-a 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, 4l),

fendbmeno que pode explicar a semelhanga nas cargas fungicas observadas entre os

grupos desafiados (R10 x R10HG30).
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Figura 4. Parametros de viabilidade, perfil dos macrdéfagos, carga fungica e producao de
citocinas pelas células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou ndo (-) com meio
com alta concentracao de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi apds
6 horas. A) Frequéncia (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia
MFI de APerC CD40*; C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD206%;
D) Razdo entre MFI CD40*/CD206*; E) Carga fungica representada pelo nimero de
esporos contabilizados nas culturas de APerC; F) Quantificacdo de éxido nitrico no
sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-a no sobrenadante de APerCs; H) Citocina IL-
6 no sobrenadante de APerCs; I) Citocina IL-17 no sobrenadante de APerCs. Analise de
variancia (ANOVA) de uma via com pds-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente
significantes p<0,05%*, p<0,001***

Apds 24 horas, todos os grupos demonstraram viabilidade com frequéncia 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 patégeno (Fig. 5C; Fig. Supl. 1), ou seja, a infeccdo aumentou a MFI para CD40 e
a associacdo entre a infeccdo e alta concentracdo de glicose aumentou a MFI para
CD206*. Como consequéncia, a razdo entre MFI de CD40*/ CD206* demonstrou
predominio do perfil M1 no grupo R10 desafiado com E. cuniculi e um equilibrio nas
proporcdes entre M1 e M2 no grupo tradado com R10HG30 desafiado com E. cuniculi
(Fig. 5D). Também ndo foi vista diferenca na carga fungica entre os grupos (Fig. 5E),
assim como ndo se demonstrou diferenca entre as concentracdes de NO entre os grupos
(Fig. 5F; Fig. Supl. 1). Novamente notou-se aumento das citocinas inflamatdrias TNF-a,
IL-6, IL-17 e INF-y nos grupos desafiados (Fig. 5G, 5H, 51, 5J). Pela primeira vez
identificou-se a presen¢a de uma citocina anti-inflamatoria, IL-10 grupo tratado com
HG30 e desafiado com E. cuniculi (Fig. 5L).

Considerando que E. cuniculi é capaz de modular a produgdo de ATP em prol da
sua proliferacao, foram mensuradas as atividades enzimaticas 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 concentracdo de glicose ndo 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) ndo manifestaram aumento da

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

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

De forma resumida (Quad. 1), observamos que os macréfagos, 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 declinio na razdo entre M1/M2 (1:1), com
aumento da producdo de citocinas proé-inflamatérias TNF-a e IL-6 e atividade
microbicida maior (menor carga fungica) associada ao aumento da producdo de NO. No
ultimo tempo de observacao, houve aumento dos macréfagos M1, diminuicdo do perfil
M2 com aumento na razdo entre M1/M2 (5:1), associado ao aumento da produgdo de
citocinas pré-inflamatérias TNF-a, IL-6, IL-17 e INF-y. Contudo, a atividade microbicida e
producdo de NO foram semelhantes ao grupo R10HG30. Ao desafiar com o patdgeno,
por uma hora e 3 horas, as células APerCs tratadas com alta concentra¢do de glicose
demonstraram perfil de macréfagos semelhante ao observado no tratamento com R10,
com predominio de M2, associado a atividade microbicida reduzida (maior carga fungica
em compara¢do ao R10) e menor producdo de NO. Apds 24 horas, apesar de ser
observado aumento de macréfagos M1, os macréfagos M2 continuavam altos assim
como havia declinio na razdo entre M1/M2 (1:1). Corroborando esse achado, foram
identificadas citocinas com perfil misto TNF-q, IL-6, IL-17, INF-y e IL-10. Nesse momento,
atividade microbicida e producdo de NO semelhante ao grupo R10 no mesmo tempo de

observacao.
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Figura 5. Parametros de viabilidade, perfil dos macréfagos, carga fungica e produgao de
citocinas pelas células peritoneais aderentes tratadas (+) ou nao (-) com meio com alta
concentracdo de glicose (HG30) e desafiadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi apds 24 horas.
A) Frequéncia (%) de APerC vivas; B) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de
APerC CD40*; C) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD206*; D)
Razdo entre MFI CD40*/CD206%; E) Carga fungica representada pelo nimero de esporos
contabilizados nas culturas de APerC em meio HG (+) ou ndo (-); F) Quantificacdo de
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oxido nitrico no sobrenadante de APerCs; G) Citocina TNF-a no sobrenadante de APerCs;
H) Citocina IL-6 no sobrenadante de APerCs; 1) Citocina IL-17 no sobrenadante de
APerCs; J) Citocina INF-y no sobrenadante de APerCs; L) Citocina IL-10 no sobrenadante
de APerCs. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pds-teste Tukey revelou

diferencas estatisticamente significantes p<0,05, p<0,01**, p<0,001***
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Figura 5. Andlise da atividade enzimatica e expressdao de genes associados ao
metabolismo de glicose em células peritoneais aderentes (APerCs) tratadas (+) ou ndo (-
) com meio com alta concentracao de glicose (Glicose 30mM) e desafiadas (+) ou ndo (-
) com E. cuniculi. A) Mensuracdo da atividade de hexoquinase; B) Mensuracdo da
atividade de fosfofrutoquinase; C) Mensuracdo da atividade de glicose-6-fosfato
desidrogenase; D) Mensuracdo da atividade de citrato sintase; E) Mensuracdo da
atividade de carnitina palmioiltrasnferase; F) Mensuracdo da atividade de piruvato
quinas; G) Expressdao génica de hexoquinase Hk1; H) Expressdao génica de Hk2; )
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Expressdo génica de fosfofrutoquinase (Pfkl). Analise de variancia (ANOVA) de uma via
com pos-teste Tukey revelou diferengas estatisticamente significantes p<0,05*.

Quadro 1. Resumo dos principais resultados observados no perfil e atividade microbicida
de macrdéfagos obtidos de células peritoneais aderentes (APerC) de acordo com o tempo
de desafio com o patdégeno E. cuniculi e o cultivo em meio R10 e R10 acrescido de alta

concentragao de glicose.

E. cuniculi

e aumento de M2 com
declinio na razao entre
M1/M2 (1:1)

Aumento da producgao de
citocinas com perfil misto
TNF-a, IL-6, IL-17, INF-y e IL-
10

Meio de cultura Periodo Perfil dos macréfagos Atividade microbicida
de
incubagao
Uma hora Aumento de macréfagos M2 e Maior atividade
e 3 horas com declinio na razdo entre microbicida (menor
M1/M2 (1:1) carga fungica)
APerCs cultivadas Aumento da producdo de associada ao
em R10 citocinas pré-inflamatdrias aumento da
desafiadas com TNF-a e IL-6 produgdo de NO
I 24 horas Aumento de macréfagos M1 e Atividade
E. cuniculi
e diminuicdo de M2 com microbicida e
aumento na razdo entre producdo de NO
M1/M2 (5:1) semelhante ao grupo
Aumento da producdo de R10HG30
citocinas pré-inflamatdrias
TNF-a, IL-6, IL-17 e INF-y
Uma hora Aumento de macréfagos M2 e Menor atividade
e 3 horas com declinio na razdo entre microbicida (maior
M1/M2 (1:1) carga fungica)
Aumento da produgdo de associada a menor
APerCs cultivadas citocinas pré-inflamatdrias producao de NO
em R10HG30 TNFaell-6
desafiadas com
24 horas Aumento de macréfagos M1 e Atividade

microbicida e
produgao de NO
semelhante ao grupo
R10
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Discussao

No presente estudo, nés demonstramos que a concentracdo 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 periodos de
incubacdo. Apds 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 producdo de citocinas inflamatdrias TNF-a e IL-6, contudo a carga fungica foi maior no
grupo tratado com R10HG30. No grupo cultivado com R10, ocorreu redugdo da carga
fungica e esse efeito microbicida foi associado a produc¢do elevada de NO. Portanto,
apesar do incremento no numero de macréofagos M1 semelhante nos 2 grupos, o
prejuizo na fun¢do microbicida do grupo tratado com HG30 foi atribuido a baixa produgao
de NO. Corroborando nossos resultados, foi descrito que o tratamento de macréfagos
derivados de mondcitos THP-1 com essa mesma concentra¢cdo de glicose induziu o
aumento da secrecdo de citocinas inflamatdrias e do fendétipo M1 (Zhang et al., 2017).
Adicionalmente, macrofagos derivados de medula dssea (BMDM) de camundongos
diabéticos apresentaram aumento de expressdo génica pro-inflamatdria (Qiu et al.,
2019) e também foi demonstrado o aumento no perfil M1 apds 24 horas do desafio com
o patdgeno.

No contexto de modulacdo M1 pré-inflamatodria, deveria ser esperada a reducdo
da carga fungica, o que ndo ocorreu as 6 e 24 h e esta alinhado ao que é observado em
pacientes diabéticos hiperglicémicos, os quais apresentam infec¢Ges mais graves e
prolongadas (Ramalho et al., 2018; Lee et al., 2024). Corroborando nossos resultados,

in vitro, o estado hiperglicémico sensibiliza os macréfagos a produzir mais citocinas,
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porém reduzem sua atividade fagocitica e a produc¢do de NO (Yoshii, Mizushima, 2017,
Pavlou et al., 2018).

O perfil de macrofagos M2 manteve aumento sustentado ao longo do
experimento, em especial no grupo R10HG30 desafiado com E. cuniculi, o qual manteve a
razdo entre M1/M2 equivalente em todos os periodos de observacdo. A reducdo dos
macréfagos M1 poderia contribuir para um ambiente menos microbicida, portanto mais
favordvel ao patégeno, contudo, a proliferacao dos esporos ocorre no meio intracelular,
ou seja, houve um tipo celular na cultura permissivo a infeccdo e proliferacdo, nés
hipotetizamos que essas células sejam os macréfagos M2, contudo sem descartar que a
proliferacdo possa ter ocorrido também em macréfagos M1, uma vez que foi
demonstrado o predominio dessa populagdo nas culturas avalizadas. Anteriormente,
nosso grupo descreveu que macréfagos M2 sao permissivos ao E. cuniculi, permitindo a
extrusdo do tubulo polar e a sua proliferagao no citoplasma (Pereira et al., 2019). No
presente estudo, observamos que houve proliferacdo de esporos de E. cuniculi nas APerCs
desafiadas, porém as tratadas com R10HG30 mostraram maior carga flngica em uma e 3
horas de incubacdo, nos demais periodos de incubac¢do ndo foi reportada essa diferenca
entre 0s mesmos grupos.

Foi demonstrado que as alteracbes do perfil e da atividade microbicida dos
macrdéfagos estdo vinculadas a manutencao da alta concentragdo de glicose, uma vez que
sdo revertidas com a normalizacdo da glicose (Pavlou et al., 2018). Os mesmos autores
descreveram que a alta glicose a curto e longo prazo altera a resposta dos macrofagos
com aumento da expressdo de IL-1B e TNF-a, diminui¢cdo da producdo de NO e IL-12p40
por macréfagos M1 e aumento de Arg-1 e IL-10 em macréfagos M2, alteragdes que

correspondem a atividade microbicida e bactericida diminuida (Pavlou et al., 2018). Os
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nossos resultados corroboram esses achados, uma vez que observamos redugdao na
producdo de NO e producdo de citocinas com perfil misto pré e antiinflamatério no
periodo mais longo de incubacao.

Evidéncias recentes sugerem que as fun¢des dos macréfagos sdo governadas pela
reprogramacado metabdlica (Teran et al., 2022). As vias metabdlicas ndo apenas fornecem
energia na forma de trifosfato de adenosina (ATP), mas também regulam as func¢des dos
macroéfagos. Por exemplo, durante a inflamacdo aguda, os macréfagos classicamente
ativados (M1) utilizam predominantemente a glicélise, mas ndo a fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, para dar suporte a sua func¢do inflamatdria. Os microsporidios sdo parasitas
intracelulares obrigatérios que possuem um genoma muito reduzido e ndo apresentam
mitocondrias. Eles ndo produzem ATP pela via do 4cido tricarboxilico (TCA) e pela
fosforilagdo oxidativa, porém possuem ferramentas para manipular o metabolismo da
célula hospedeira para aquisicdio de nutrientes. A secrecdo de hexoquinase pelos
microsporidios aumenta a producdo de ATP pela via glicolitica, porém também foi
demonstrado que eles sdo capazes de ativar o TCA (Timofeev et al., 2020). Nossos
resultados mostraram aumento da atividade das enzimas hexoquinase e citrato sintase,
associadas respectivamente a via glicolitica e ao TCA, no grupo R10 infectado pelo E.
cuniculi, demonstram a manipulacdo exercida pelo patégeno nas células hospedeiras para
aumentar a producdo de ATP necessaria para a proliferacdo do patégeno. Porém, como
macréfagos M1 produzem altas concentragdes de NO houve reducdo da carga fungica nos
primeiros tempos de observacdo. Posteriormente, as cargas fungicas desse grupo ficaram
semelhantes ao grupo R10HG30.

Os macrofagos M2 dependem da fosforilacdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS)

para producdo de energia sustentada (Huang et al., 2014; Tan et al., 2015, Teran et al.,
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2022). Assim, a intensa proliferacdo de microsporidios observada no grupo R10HG30 e a
baixa atividade de hexoquinase, corroboram que essa via de producdo de ATP ndo foi
mobilizada, apesar da presenca do microsporidio e sua capacidade de producdo da
enzima. Portanto, outras avaliacdes de atividades metabdlicas sdo necessarias para
entender quais modificacdes metabdlicas produzidas pela alta concentracdo de glicose
contribuiram com o desenvolvimento e proliferacdo do patégeno em macréfagos M2.
Diante do exposto, podemos concluir que a alta concentracdo de glicose
direcionou os macroéfagos para o perfil M2 e reduziu a producdo de NO e a atividade

microbicida de macréfagos M1 contra E. cuniculi.
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Figura Suplementar 1. Perfil dos macréfagos e producdo de éxido nitrico de células
peritoneais aderentes tratadas R10 ou ou ndo (-) com meio com alta concentracdo de
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glicose (HG30) e desafiadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi em uma hora, 3, 6 e 24 horas.
A) Mediana de intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD40*; B) Mediana de
intensidade de fluorescéncia MFI de APerC CD206*; C) Quantificacdo de dxido nitrico no
sobrenadante de APerCs; Analise de variancia (ANOVA) de duas vias com pds-teste de
Bonferroni revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05, p<0,01**,
p<0,001***, p<0,0001%***,



