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RESUMO

Microsporidios séao fungos intracelulares obrigatérios, oportunistas, que infectam
muitos hospedeiros vertebrados e invertebrados, causando infecgdes
disseminadas ou localizadas. A transmissdo oro fecal predomina em
vertebrados. Os esporos eliminados pelas fezes, urina ou secrecdes
respiratorias contaminam a agua e alimentos, sendo adquiridos frequentemente
pela via digestiva, embora ocorram infeccbes experimentais pelas vias
hematdgena, intraperitoneal e orofaringea. A pneumonia causada por
Encephalitozoon cuniculi tem sido associada a disseminacdo hematdégena
embora a transmissdo aerdégena seja considerada, ela nao foi
experimentalmente demonstrada. O presente trabalho teve objetivo de avaliar a
infeccdo por E. cuniculi pela via intranasal em camundongos
imunocomprometidos ou ndo, assim como analisar o padrao de resposta imune
pulmonar. Foram realizados 3 experimentos: no experimento A- camundongos
C57BL/6 foram tratados ou ndo com ciclofosfamida (Cy) e inoculados com
esporos de E. cuniculi pela via intranasal. Apos 14 dias de infecc¢édo, foi realizada
a coleta de sangue para andlise das citocinas do plasma e do inflamassoma
NRLP3 nos leucécitos, lavado broncoalveolar para andlise citologica e a coleta
dos pulmdes para andlise histopatoldgica, fenotipagem das células imunes por
citometria e quantificacdo da carga fungica. No experimento B, camundongos
wild type, IL-17RA’- e Rag-1" foram inoculados com esporos de E. cuniculi pela
via intranasal. Apds 14 dias de infeccao, foi realizada a coleta de soro para
andlise das citocinas, coleta dos pulmfes para andlise histopatolégica e
fenotipagem das células imunes por citometria. No experimento C- culturas de
células pulmonares da linhagem H292 foram desafiadas com diferentes
concentracfes de esporos de E. cuniculi por célula por periodo de 24 e 72 horas
e todos os esporos produzidos foram contabilizados. A inoculagdo de esporos
de E. cuniculi pela via intranasal promoveu pneumonia intersticial em todos os
animais infectados. Os animais tratados com Cy e infectados tiveram quadro de
pneumonia intersticial mais intenso com maior carga fangica, menores
percentuais de linfécitos T CD8* e T CD4* e aumento de citocinas pro-
inflamatérias TNF-a. e IL-2. Os animais IL-17RA” e Rag-17- infectados

apresentaram pneumonia clinica e histolégica mais exacerbada, menor
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percentual de linfécitos T CD8+ ou menor percentual de ativagdo funcional dos
mesmos e associado ao baixo perfil de citocinas pro-inflamatorias. Houve
reducdo de macrofagos alveolares M1 nos animais infectados, com excec¢ao dos
camundongos IL-17RA™-. As células H292 permitiram a proliferacdo dos esporos
de E. cuniculi. Portanto concluimos que a inoculagédo de esporos de E. cuniculi
pela via intranasal determinou pneumonia intersticial. Os camundongos
imunocomprometidos, em especial IL-17RA”- e Rag-17-, tiveram pneumonia mais
grave que 0s animais controles, sendo a menor resisténcia ao patdgeno

associada ao menor resposta de linfocitos T CD8.

Palavras-chave: Encephalitozoonose. Infeccbes oportunistas. Pneumonia. Via

intranasal



ABSTRACT

Microsporidia are obligate intracellular opportunistic fungi that infect a wide range
of vertebrate and invertebrate hosts, causing either localized or disseminated
infections. In vertebrates, fecal-oral transmission is predominant. Spores
excreted in feces, urine, or respiratory secretions contaminate water and food
and are frequently acquired via the digestive tract, although experimental
infections have been established through hematogenous, intraperitoneal, and
oropharyngeal routes. Pneumonia caused by Encephalitozoon cuniculi has been
associated with hematogenous dissemination. Although airborne transmission is
considered, it has not yet been experimentally demonstrated. The aim of this
study was to evaluate E. cuniculiinfection via the intranasal route in
immunocompromised and immunocompetent mice and to analyze the associated
pulmonary immune response profile. Three experiments were conducted: In
Experiment A, C57BL/6 mice were treated or not with cyclophosphamide (Cy)
and inoculated intranasally with E. cuniculi spores. Fourteen days post-infection,
blood was collected to assess plasma cytokines and NLRP3 inflammasome
expression in leukocytes, bronchoalveolar lavage (BAL) fluid was obtained for
cytological analysis, and lung tissue was collected for histopathological
examination, immune cell phenotyping by flow cytometry, and fungal load
quantification. In Experiment B, wild-type, IL-17RA™/", and Ragl™/~ mice were
inoculated intranasally with E. cuniculi spores. Fourteen days post-infection,
serum was collected for cytokine analysis, and lung tissues were harvested for
histopathological evaluation and immune cell phenotyping. In Experiment C,
cultures of the human pulmonary epithelial cell line H292 were challenged with
varying concentrations of E. cuniculi spores per cell for 24 and 72 hours. All
spores produced were counted. Intranasal inoculation with E. cuniculi spores
induced interstitial pneumonia in all infected animals. Cy-treated and infected
mice developed more severe interstitial pneumonia, with higher fungal burden,
reduced percentages of CD4* and CD8" T lymphocytes, and increased levels of
pro-inflammatory cytokines TNF-a and IL-2. Infected IL-17RA™/~ and Ragl™/~
mice showed more severe clinical and histological pneumonia, either with

reduced percentages of CD8" T cells or reduced functional activation of these



cells, along with a low pro-inflammatory cytokine profile. A reduction in M1
alveolar macrophages was observed in all infected mice, except IL-17RA™/~ mice.
H292 cells supported the proliferation of E. cuniculi spores. The results presented
here demonstrate that intranasal inoculation of E. cuniculi spores leads to the
development of interstitial pneumonia. Immunosuppressed mice—whether
treated with cyclophosphamide (Cy) or genetically modified as IL-17RA™/~ and
Ragl/—developed more severe pneumonia compared to non-
immunosuppressed or wild-type animals. The reduced resistance to the
pathogen was particularly associated with a diminished CD8* T cell response and

a predominance of M2-polarized alveolar macrophages.

Key words: Encephalitozoonosis. Intranasal route. Opportunistic infections.

Pneumonia.



1. Introducéao

Os microsporidios sdo considerados um clado irméo dos fungos e estéo
relacionados aos Cryptomycota. Sao patdgenos intracelulares oportunistas e as
microsporidioses tém sido relatadas em praticamente todos os invertebrados e
vertebrados (Han, Weiss, 2017, Seatamanoch et al., 2022). Cerca de 17
espécies de microsporidios de dez géneros foram identificadas como
causadoras de infeccbes em humanos e em animais domeésticos e silvestres,
sendo Encephalitozoon spp. e Enterocytozoon bieneusi os causadores da
maioria das infec¢cdes (Han et al., 2021). As manifestacdes clinicas das
microsporidioses dependem da espécie infectante e do estado imunoldgico do
hospedeiro, mas podem variar de inflamagdo autolimitada em individuos
imunocompetentes a infecgdes fatais (Wang et al., 2018; Kechaou et al., 2025).

Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa desempenham papéis
importantes na protecéo do hospedeiro contra infec¢ao por microsporidios (Han,
Weiss, 2017). Os receptores Toll-like (TLRs) de células imunes inatas podem
reconhecer E. cuniculi (Lawlor et al., 2010) e ativar os macréfagos para produzir
citocinas inflamatdrias, incluindo TNFa e IL-8 (Lawlor et al., 2010). As células
dendriticas (DCs) podem reconhecer E. cuniculi por TLR4 e expressar IL-12 e
IFN-y para preparar a resposta ideal de células T CD8+ (Moretto, Khan, 2022).
De forma clara tem sido demonstrado que as células T, especialmente células T
CD8+, desempenham papéis cruciais na eliminagdo e prevencdo da
disseminacdo de microsporidios (Tang et al., 2025). As células T CD8 + exibem
habilidades polifuncionais, incluindo respostas citotoxicas e secrecdo de
citocinas, durante a infeccdo por microsporidios (Chavez-Galan et al., 2009,
Moretto et al., 2015, Tang et al., 2025). As células T CD4 + podem produzir IFN-
y € IL-21 durante a infec¢cdo por microsporidios, porém sua participacdo nao é
fundamental (Moretto, Khan, 2022).

O ciclo de vida dos microsporidios é caracterizado pela formacdo de
esporos resistentes no ambiente e pela presenca de uma estrutura Unica
chamada tubo polar, utilizada para penetrar nas células hospedeiras. A
transmissao dos microsporidios ocorre predominantemente pela via oro-fecal.

Apoés a ingestdo dos esporos, 0 tubo polar é extrusado e libera o material
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infectante no interior da célula hospedeira, ponto de partida para a multiplicacdo
do patdgeno nos enterécitos (Han, Weiss, 2017). Novos esporos formados séo
entdo liberados e infectam outras células adjacentes ou podem atingir outros
orgdos com a disseminacdo do patdgeno, especialmente comum na

encefalitozoonose (Wadi, Reinke, 2020).

As infeccdes experimentais por microsporidios em camundongos s&o
realizadas pelas vias oral, intravenosa, intratraqueal ou intraperitoneal (Han,
Weiss, 2017; Kotkova et al., 2013). Embora sejam observados casos de
pneumonia por E. cuniculi em pacientes imunocomprometidos, em especial
receptores de transplantes, a possibilidade dessa infec¢cédo ser adquirida pela via
aerégena ainda é pouco compreendida. E possivel que nas infecgdes
disseminadas, os microsporidios atinjam os pulmdes pela via hematdgena,
porém a transmissdo aerogena deve ser considerada quando a pneumonia

microsporidiana ndo € acompanhada de infec¢do disseminada.

Santos et al.,, 2022 demonstraram a ocorréncia de pneumonia mista,
intersticial e granulomatosa, em camundongos C57BL tratados ou ndo com
ciclofosfamida (Cy) e infectados com E. cuniculi pela via orofaringea,
estabelecendo-se como modelo de pneumonia por aspiragdo. Os animais
infectados e ndo-tratados com Cy tinham maior carga fungica e infiltrado
inflamatorio nos pulmdes, caracterizando pneumonia por Encephalitozoon mais
pronunciada que a observada nos animais imunossuprimidos. De forma
intrigante os animais imunossuprimidos mostraram maior resisténcia a infec¢ao
pelo patégeno, sendo essa atribuida a predominancia da populacéo de linfocitos
T CD8* encontrada nos pulmdes. Por outro lado, a pneumonia intersticial grave
com alta carga fungica foi encontrada em animais imunossuprimidos com Cy e
inoculados por via intravenosa com E. cuniculi (Figueiredo Moreira et al., 2023).
Assim, independentemente da via de infecc¢édo, foi clara a atuagéo dos linfocitos

T CD8+ no controle da multiplicagdo dos microsporidios nos tecidos pulmonares.

O presente trabalho teve objetivo de avaliar o estabelecimento da infec¢éao
por E. cuniculi inoculados pela via intranasal em camundongos imunodeficientes

ou nao, assim como analisar o padréo de resposta imune pulmonar.

11



2. MATERIAL E METODO

2.1. Delineamento experimental

Com a finalidade de avaliar a suscetibilidade de camundongos a infec¢éo
experimental pelo E. cuniculi pela via intranasal, foram realizados 3
experimentos: Experimento In Vivo A, Experimento In Vivo B e Experimento In
Vitro, os quais serdo descritos a segulir.

Experimento In Vivo A: camundongos C57BL foram distribuidos em 5 grupos e
submetidos ao seguinte protocolo — CTL (n=5) — camundongos nao tratado e
nao-infectado; Inf (n=5) - camundongos infectado pela via intranasal com E.
cuniculi; Cy (n=5) - camundongos tratados com ciclofosfamida (Cy) e néao-
infectado; Cy-Inf (n=5) - camundongos tratados com Cy e infectado pela via
intranasal com E. cuniculi; Sham (n=5) — inoculado pela via intranasal com
solucéo de NaCl 0,9% esterilizada. ApGs 14 dias de infec¢édo, os animais foram
anestesiados profundamente, entdo foram submetidos a puncédo cardiaca com
coleta de sangue para andlise das citocinas do plasma. ApGs a abertura do torax
e abdome, foi feita a perfusdo dos vasos da pequena circulagdo com 10 mL de
PBS. A seguir, realizou-se o lavado broncoalveolar (BAL) para analise citologica
e a coleta dos pulmd@es para andlise histopatologica, fenotipagem das células
imunes por citometria e quantificacdo da carga fungica. O figado e os intestinos
foram coletados para exame histopatolégico (Figura 1A).

Experimento In Vivo B: camundongos knockout IL-17RA (deficiente no receptor
da IL-17A) e Rag-1 (deficiente em células T e B funcionais) e camundongos
C57BL/6 (WT) foram distribuidos em 6 grupos e submetidos ao seguinte
protocolo — WT - (n=3) — camundongos WT ndo tratado e ndo-infectado; WT-Inf
(n=4) — camundongos WT infectado pela via intranasal com E. cuniculi; IL-17KO
(n=3) - camundongos IL-17RA" ndo-infectado; IL-17KO-Inf (n=3) - camundongos
IL-17RA” infectado pela via intranasal com E. cuniculi; Rag-1 (n=3) -
camundongos Rag-17- ndo-infectado; Rag-1-Inf (n=3) - camundongos Rag-1"
infectado pela via intranasal com E. cuniculi. Apos 14 dias de infec¢cdo, os
animais foram anestesiados profundamente, entdo foram submetidos a pungéo
cardiaca com coleta de sangue e separacdo do soro para mensuracdo das

citocinas. Foi realizada a perfusdo dos vasos da pequena circulagdo com 10 mL
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de PBS e os pulmbes foram coletados para analise histopatologica e
fenotipagem das células imunes por citometria. A seguir, figado e intestinos
foram coletados, fixados em formol a 10% para processamento histopatolégico
(Figura 1B).

Experimento In Vitro: Culturas de células pulmonares da linhagem H292 foram
desafiadas com esporos de E. cuniculi nas concentracdes de 1 esporo por célula,
4 ou 6 esporos por célula por periodo de 24 e 72 horas. Apés a incubacao, as
células foram desprendidas e todos os esporos produzidos foram contabilizados

em camara de Neubauer (Fig. 1C).
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Figura 1. Delineamento experimental
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A) Experimento In Vivo A: camundongos C57BL/6 foram distribuidos em 5
grupos — CTL (n=5) — camundongos néo infectados e ndo inoculados pela via
intranasal; Sham (n=5) — inoculado pela via intranasal com solucdo de NacCl
0,9% esterilizada; Inf (n=5) — inoculado pela via intranasal com E. cuniculi; Cy
(n=5) — tratados com ciclofosfamida (Cy) e nao-infectado; Cy-Inf (n=5) —
tratados com Cy e inoculado pela via intranasal com E. cuniculi. Apos 14 dias
foram submetidos a dosagem de citocinas no plasma, analise histopatoldgica
do pulméo, figado e intestinos, fenotipagem das células imunes pulmonares,

mensuracao da carga fungica e do inflamassoma NRLP3.

B) Experimento In Vivo B: camundongos knockout IL-17RA e Rag-1 e
camundongos C57BL/6 wild type (WT) constituiram 6 grupos — WT - (n=3) —
camundongos WT néao tratado e ndo-infectado; WT-Inf (n=4) — camundongos
WT infectado pela via intranasal com E. cuniculi; IL-17KO (n=3) -
camundongos IL-17RA” ndo-infectado; IL-17KO-Inf (n=3) - camundongos IL-
17RA’ infectado pela via intranasal com E. cuniculi Rag-1 (n=3) -
camundongos Rag-1"- ndo-infectado; Rag-1-Inf (n=3) - camundongos Rag-1"
infectado pela via intranasal com E. cuniculi. Apés 14 dias foram submetidos
a dosagem de citocinas no soro, analise histopatolégica do pulméao, figado e

intestinos e fenotipagem das células imunes pulmonares.

C) Experimento in vitro. Células H292 foram desafiadas com esporos de E.
cuniculi nas concentrages 1:1, 4:1 e 6:1 esporos por célula. Apds 24 e 72

horas os esporos produzidos foram contabilizados.

2.2. Obtencéao de esporos de E. cuniculi

Células renais de coelho (RK-13, ATCC CCL 34) foram utilizadas para a
proliferacéo de esporos de Encephalitozoon cuniculi. As células foram cultivadas
em RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina
e estreptomicina (meio denominado R10) e mantidas a 37°C em atmosfera
contendo 5% de CO2. A cada 7 dias, os sobrenadantes das culturas foram
coletados e centrifugados por 30 minutos a 500 g, apds desprezar o
sobrenadante, os sedimentos contendo esporos foram armazenados sob

refrigeracdo. Os esporos obtidos foram lavados em solucdo tampéao fosfato-
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salina (PBS) e contabilizados em camara de Neubauer. Para o experimento in

vitro, os esporos foram purificados em gradiente de Percoll e lavados com PBS.

2.3. Cultura de E. cuniculi em células H292

Células H292 derivadas de carcinoma mucoepidermdide de pulmao
humano foram utilizadas para demonstrar a proliferacédo de E. cuniculi em células
pulmonares. As células H292 foram cultivadas em meio R10 e mantidas a 37°C
em atmosfera contendo 5% de CO2. Para analise da proliferagdo de E. cuniculi
nas células H292, 2x10° células foram cultivadas em placas com 24 pogos a 37°C
em atmosfera contendo 5% de CO2z por 12 horas. A seguir, as células H292 foram
desafiadas com as concentracdes 1:1, 4:1 e 6:1 esporos E. cuniculi por célula
por 24 e 72 horas (Fig. 1A). Apés os periodos de incubacao, as células foram
desprendidas da placa com cell scraper e vigorosamente homogeneizadas com
auxilio de seringa e agulha 22g para rompimento das células e liberacdo dos
esporos intracelulares. Os esporos foram contabilizados em camara de
Neubauer. O experimento foi realizado em triplicata. Um segundo experimento
foi realizado em placas com laminulas para a analise morfolégica das culturas,

apos a coloracdo com Giemsa.

2.4. Comité de ética

Todos os procedimentos experimentais obedeceram a diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo aprovado
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista, sob o nimero
9784060423. Os experimentos realizados com animais knockout IL-17RA e Rag-
1, assim como C57BL/6 (WT) foram aprovados pelo Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) da Facultad de Ciencias
Quimicas da Universidad Nacional de Cdérdoba, sob o niumero CIUCAL-FCQ:
RD-2024- 1349-E- UNC-DECH#FCQ.
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2.5. Animais

Foram utilizados camundongos C57-BL machos ou fémeas, livres de
patogenos especificos (SPF), com 8 a 12 semanas de idade, adquiridos do
Biotério Central do Universidade Federal de S&o Paulo (CEDEME - Unifesp).
Estes animais foram alojados em microisoladores durante todo o periodo
experimental no Laboratério de Experimentacdo Animal da Universidade
Paulista, sob condicfes de temperatura (22 a 24°C) e umidade controladas (45
a 55%), com ciclo de claro e escuro (12/12 horas). Receberam racao peletizada
e agua esterilizada ad libitum. Os animais knockout IL-17RA, Rag-1 e C57BL/6
eram machos ou fémeas com 8 a 12 semanas de idade e foram mantidos em
microisoladores, com de temperatura variando de 22 a 24°C, 45 a 55% de
umidade controladas, com ciclo de claro e escuro (12/12 horas), e receberam
racao peletizada e agua esterilizada ad libitum.

2.6. Inoculacdo dos camundongos

Apébs a contencao fisica, os camundongos foram inoculados com 40 uL
de PBS contendo 1x102 esporos, divididos em 20 pyL administrados em cada
narina com a utilizacdo de uma micropipeta. Com acao reflexiva autbnoma de
inspiracdo, o camundongo inalou a solucdo contendo esporos ou solucdo de

cloreto de sddio a 0,9% (grupo Sham).

2.7. Tratamento com ciclofosfamida (Cy)

O protocolo de tratamento adotado foi o estabelecido por Lallo e Hirschfeld
(2012) com modificagOes para esta pesquisa. Os camundongos receberam uma
dose semanal de 200 mg/kg de Cy por via intraperitoneal (Genuxal®, Asta
Médica Oncologia, Sado Paulo, Brasil), uma vez por semana, iniciada duas
semanas antes da inoculacdo do patégeno e mantida por todo o periodo

experimental, no total foram 4 doses.

17



2.8. Necropsia e histopatoldgico

Os animais do experimento A foram submetidos a eutanasia pelo
aprofundamento anestésico por via intraperitoneal, utilizando-se mistura de
quetamina (100 mg/Kg), xilazina (2,5 mg/Kg) e acepromazina (2,5 mg/Kg). Apés
a parada cardiorespiratéria, foi realizada a coleta de sangue pela puncao
intracardiaca em tubo seco para a separacao do plasma, que foi armazenado a
-80 °C. Em seguida, o térax foi aberto e a traquéia obliterada com fio de sutura
para se proceder o lavado broncoalveolar (BAL), sendo realizado com a
introducéo de 1 mL de PBS seguida da aspiracao, esse lavado foi centrifugado
e o0 sedimento utilizado para confeccionar o esfregaco em lamina. Antes da
coleta dos pulmdes, a artéria renal direita foi incisada e no ventriculo cardiaco
direito foi infundido 10 mL de PBS para perfusao vascular. Em seguida, o pulmé&o
total foi pesado e o lobo esquerdo também foi pesado separadamente e
armazenado a -80 °C em RNA later para quantificacdo da carga fangica. Os
lobos pulmonares direitos foram divididos para citometria de fluxo e, uma parte
foi fixada em formol tamponado a 10% por 72 horas, sendo processados
rotineiramente para andlise histopatolégica.

No experimento B, o aprofundamento anestésico foi feito com isofluorano,
sendo a coleta de sangue por puncdo cardiaca realizada apds a parada
respiratéria. O sangue coletado em frasco seco ficou em repouso para separacao
do soro. O soro foi armazenado a -80 °C até a realizacdo da quantificacao de
citocinas. A necropsia foi iniciada pela abertura do abdome e térax, a seguir a
artéria renal direita foi incisada e no ventriculo cardiaco direito foi infundido 10
mL de PBS para perfusdo vascular. O pulméo foi coletado, os lobos direitos
foram processados para citometria de fluxo e, o esquerdo fixado em formol
tamponado a 10% por 72 horas, sendo processado rotineiramente para analise
histopatolégica. O figado e intestinos também foram fixados e processados

rotineiramente para andlise histopatoldgica.

2.9. Andlise citolégica de macrofagos e linfocitos do BAL

Os esfregacos do BAL dos camundongos do experimento A foram

corados com Giemsa e observados em microscopia de luz com aumento de 40
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vezes. Foram contadas 50 células nos esfregacos do grupo Cy-Inf, porém nos
animais Inf, que apresentavam pouca celularidade, todas as células do BAL
foram contabilizadas. Ao final, foram obtidas as médias de macrofagos e de
linfécitos, sendo essas comparados entre os grupos Inf e Cy-Inf para graduacgéo
da gravidade da pneumonia.

2.10. Carga Fungica dos animais infectados do experimento A

A carga fungica foi determinada pela PCR em tempo real (QPCR) a partir
da quantificacdo do DNA genémico do fungo presente no tecido pulmonar. Apos
a eutanasia, os pulmbes foram pesados e um lobo pulmonar constante -
esquerdo, também pesado e armazenado em RNAlater a -20 °C por no maximo
30 dias. A extracao foi feita com o kit DNeasy Blood &Tissue (Qiagen®) de
acordo com as instrugdes do fabricante. As reacbes em cadeia da polimerase
quantitativa (qPCRs) foram realizadas utilizando o QuantStudio™ 5 System
Real-Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e os sistemas Syber
Green (Promega Corporation©, EUA). A amplificacdo foi realizada em um
volume total de 25 plL/reagao contendo 12,5 pL do kit GoTag® gqPCR Master
MixT® (Promega Corporation©, EUA) juntamente com 5 uyL do DNA modelo e
respectivos primers (20pmol). Os controles de qualidade incluiram amostras de
DNA positivas obtidas de suspensdes purificadas e controles ndo-modelo (NTC).

Fragmentos de DNA sintético (gBlock® Gene Fragment, IDT, lowa, EUA)
foram utilizados para estabelecer curvas padrdo. A regido alvo de 326 pb foi
extraida do gene 18S rRNA da cepa de referéncia Donovan E. cuniculi (NCBI:
txid X98470.1). Diluicbes seriadas de dez vezes de gBlock® foram utilizadas
para construir as curvas padrdo, atingindo de 2,8 x 108 a 2,8 x 10? cépias do
gene por uL (GC/pL) em cada ciclo de amplificagao (Cq) para o gene 18S rRNA
de E. cuniculi. A curva padréo foi gerada utilizando regressao linear da relacao
entre o valor do ciclo de quantificacdo e o numero de cépias. Apos a
amplificacdo, os valores quantificados em numero de cépias (GC/uL) foram
entdo convertidos em numero de esporos/mg, considerando o niumero de copias

gendmicas determinados em 22 cépias para 0 18S rRNA (Katinka et al., 2001).

2.11. Fenotipagem dos componentes imunolégicos do pulméo e do BAL
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Os lobos pulmonares destinados a citometria foram mecanicamente
dissociados (BD Medimachine, Bruino, TO, ITALY) e as suspensdes celulares
resultantes filtradas em cell strainer de 70 um e tratadas com tampéao hemolitico.
Os sedimentos obtidos por centrifugacao foram usados para a fenotipagem das

células do sistema imune por citometria de fluxo.

Para efetuar o bloqueio dos receptores Fc, as amostras foram incubadas
por 20 minutos em banho de gelo com anticorpo anti-CD16/CD32, em solucéo
PBS acrescido com 1% de albumina sérica bovina - PBS-BSA 1% (20 uL). No
experimento A, as células foram lavadas para serem incubadas por 30 (trinta)
minutos a 4°C com 0s seguintes anticorpos monoclonais: anti- CD19 de
camundongo conjugado a Allophycocyanin — APC (Ebioscience), anti-CD45 de
camundongo conjugado a Phycoerithrin - PE (Bio Albra), anti-CD4 de
camundongo conjugado a Peridinin Chlorophyll Protein Complex - PerCP, anti-
CDS8 a Fluorescein Isothiocyanate - FITC, anti-F4/80 de camundongo conjugado
— PE Cy7a (Ebioscience), anti- CD11b de camundongo conjugado — APC Cy7
(BD Biosciences), anti-SIGLEC-F de camundongo conjugado APC. Apdés a
incubacéo, as células foram lavadas e ressuspendidas em 100 uL de PBS,
centrifugadas a 4°C por 5 minutos com 500g, o sobrenadante foi descartado e
as células fixadas em solucdo tamponada de paraformoldeido (PFA) 1% para
leitura posterior. Para remover o PFA, as amostras foram centrifugadas a 4°C
por 5 minutos com 2000 rpm e ressuspendidas em PBS (200 pL) para realizacéo
da leitura em citometro de Fluxo BD Accuri™ C6 (Biosciences).

No experimento B, as células foram lavadas para serem incubadas por 30
(trinta) minutos a 4°C com 0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD45 de
camundongo conjugado a APC Cy7 (BD Biosciences), anti-CD19 de
camundongo conjugado a FITC (BD Biosciences), anti-SIGLEC-F de
camundongo conjugado APC, anti-F4/80 de camundongo conjugado — PE Cy7a
(Ebioscience), anti-Ly6G de camundongo conjugado — PE Cy7a (Ebioscience),
anti-MHCII de camundongo conjugado a PE Texas Red, anti-streptavidin ef710
de camundongo conjugado a PERCP, anti-CD4 de camundongo conjugado a
APC, anti-CD8 de camundongo conjugado a PE Cy5, anti-CD19 de camundongo
conjugado a PE Cy7, anti-CD3 de camundongo conjugado — APC Cy7a

(Ebioscience), anti-IL-17 de camundongo conjugado a PE, anti-IFN- o conjugada
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a PE Dazzle e viability BV510. Apos a incubacéo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em PBS (200 uL) para realizacéo da leitura em LSRFortessa TM
High-Parameter Flow Cytomter (Biosciences). Todos os dados de citometria

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

2.12. Quantificacao das citocinas

As citocinas IL-2, IL- 4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y e TNF-o foram
mensuradas no plasma (experimento A) ou no soro (experimento B) com o kit
“CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD Biosciences, Mountain View, CA,
USA), de acordo com as normas técnicas determinadas pelo fabricante para
deteccdo. Brevemente, 20 pL de cada amostra foram incubadas juntamente com
as beads de captura, especificas para cada citocina, conjugadas a APC e com o
anticorpo secundario conjugado a PE, por duas horas em temperatura ambiente
protegidas por luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas com wash buffer,
centrifugadas e ressuspendidas no mesmo tampdao para analise de 2 cores por
citbmetro de fluxo BD Accuri™C6 (BD Biosciences, Mountain View, CA). As
analises foram realizadas usando o software de analise FCAP Array software
versdo 3.0 (BD Biosciences, San Diego, CA, USA).

2.13. Extracdo de RNA total de leucécitos

Apés o descongelamento dos leucdcitos dos animais do experimento A, 0 RNA
total foi isolado das amostras utilizando o método TRIzol®/Cloroférmio/lsopropanol.
Apds homogeneizacdo das amostras em 250 uL do reagente TRIzol® a separacéo
da fase aquosa foi realizada pela adicdo de 0,2 mL de cloroférmio (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela centrifugacdo (14.000 rpm) por 15
minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo, a fase aquosa foi coletada
(sobrenadante) em tubos novos devidamente identificados, em seguida, o RNA foi
precipitado pela adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck,
Whitehouse Station, NJ, USA). Apos a incubacdo por 10 minutos a temperatura
ambiente as amostras foram novamente centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos).
Ao término da centrifugacdo o isopropanol foi descartado por inversdo e o RNA
precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75%. A quantidade e pureza do RNA

extraido foi estimada em aparelho de espectrofotometria apds sua ressuspenséo em
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20 yL de agua DEPC, utilizando as razées OD 260/280 (= 1,8) e OD 260/230 (= 1,0)

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

2.14. Sintese de DNA complementar (CDNA)

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da reacéo de transcricao
reversa de 2000 ng de RNA total na presenca de 2 U da enzima transcriptase reversa
(Kit Superscript Il, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo com as instrucfes
recomendadas pelo fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em reagdo com
volume final de 20 pL contendo 500 uM de dNTP, 25 pg/mL de OLIGO dT, 1X solugao
tampéo de primeira fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 yM de DTT pela enzima
Superscript Il. Inicialmente, a mistura de RNA, agua e iniciador foi incubada a 65°C
por 5 minutos para promover a abertura de possiveis estruturas secundéarias. Em
seguida a reacdo de sintese aconteceu durante 50 minutos a 50°C com posterior
inativacdo enzimatica a 85°C por 5 minutos. Apds o término da reacdo o cDNA

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

2.15. Quantificacdo da expressao génica do inflamassoma NRLP3 por Reacéo
em Cadeia da Polimerase quantitativo em Tempo Real (q-PCR)

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

duplicata técnica normalizados em relacao ao grupo controle (atribuido valor 1).
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Tabela 1. Condi¢cdes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo

da expresséao génica.

Gene (ID) Primers 5’-3’Sequence Reaction Product
conditions size (bp)
Nrip3 Forward ATTACC CGC CCGAGAAAG G 95°C — 15 seg; 141
(11461) Reverse TCG CAG CAAAGATCCACA 58°C — 30 sec,
CAG 72°C — 30 sec
Asc1 Forward AGA CAT GGG CTT ACA GGA 95°C — 15 sec; 256
(14433) Reverse CTC CCTCATCTTGTCTTGG 60°C - 30 sec,
72°C — 30 sec
Caspase 1 Forward TGAAAGAGG TGAAAGAATT 95°C — 15 sec; 386
(14433) Reverse TCT CCAAGACACATTATCT 59°C — 30 sec,
72°C — 30 sec
IL-1B Forward GAC CTT GGA TGA GGA CA 95°C — 15 sec; 183
(16176) Reverse AGC TCATAT GGG TCC GACAG  60°C — 30 sec,
72°C — 30 sec
Rnu6 Forward CTC GTC TCG GC AGC ACA 95°C - 15 sec; 94
(19862) Reverse AAC GCT TCACGAATTTGC GT  60°C - 30 sec,
72°C — 30 sec

ID = nimero de identificacdo do gene, pb = pares de base.

2.17. Estatistica

As comparac0fes estatisticas foram pelo teste t e ou analise de variancia

ANOVA de uma via. Os valores utilizados como média + erro padrao, padrao

com significancia para valores menores que p<0,05. Todas as analises

estatisticas foram realizadas no programa Graph Pad Prism.

3. Resultados

3.1. Ainfeccdo intranasal por E. cuniculi promoveu pneumonia intersticial

A inoculacdo de esporos de E. cuniculi pela via intranasal promoveu

pneumonia intersticial (Fig. 2, Fig. 3) nos animais dos grupos infectados dos

experimentos A e B (Inf, Cy-Inf, WT-Inf, IL-17KO-Inf e Rag-1-Inf), demonstrando
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experimentalmente a transmissao aerégena. No experimento A, nenhum sinal
clinico foi observado nos animais infectados. Os cortes histoldgicos dos pulmdes
dos camundongos Inf demonstraram preservacdo da compartimentalizacao
pulmonar com reducdo das areas de troca associadas a espessamento de
paredes alveolares com infiltrados leucocitarios discretos (Fig. 2A, 2B). Nos
camundongos Cy-Inf foram observados multiplos sitios de infiltrac&o leucocitaria
em parede alveolar, com predominio linfoplasmocitico (Fig. 2C, 2D). Também
foram encontrados macréfagos alveolares (Fig. 2E) na luz dos alvéolos junto a
parede alveolar, por sua vez, os macréfagos intersticiais (Fig. 2F) foram vistos
na parede alveolar circundados ou néo por outros leucocitos, como neutrofilos

(Fig. 2E). Congestéo vascular e hemorragia foram eventuais.

Em adicdo, a contagem de macrofagos e linfécitos no BAL permitiu
demonstrar que os animais tratados com Cy infectados tiveram maiores
contagens dessas células no BAL (Fig. 4A, 4B). A carga fungica de E. cuniculi
mensurada nos tecidos pulmonares (Fig. 4C) foi semelhante nos grupos Inf e Cy-
Inf. Portanto, embora a pneumonia tenha sido observada nos dois grupos, 0s
animais tratados com Cy tiveram quadro mais grave, confirmado pelo BAL.

No experimento B, a infeccdo pelo E. cuniculi foi clinicamente mais grave
nos animais knouckout com a presenca de emagrecimento, apatia e
definhamento, sinais ndo observados nos animais WT-Inf. O padréo de lesbes
histopatolégicas foi semelhante aos apresentados pelos animais do experimento
A, porém com maior infiltracdo inflamatéria leucocitaria (Fig. 3A, 3B). Observou-
se paredes alveolares espessadas por infiltrado leucocitario mononuclear (Fig.
3C) e nos animais Rag-1-Inf foram demonstradas infiltracdes leucocitarias
mononucleares granulomatosas, com predominio de linfécitos (Fig. 3D). A
presenca de congestdo vascular, hemorragias e pneumdécitos histologicamente

preservados completaram o quadro observado mediante infeccdo experimental
(Fig. 3).

Para observar a disseminacdo da infeccdo, outros Orgdos foram
histologicamente estudados. Apenas o figado apresentou deforma esporadica
infiltrado inflamatério nodular com predominancia de células mononucleares em
regido periportal ou sinusoidal (zona 1) nos dois grupos infectados, Inf (Fig. 5A),
Cy-Inf (Fig. 5B), IL-17KO-Inf (Fig. 5C) e Rag-1-Inf (Fig. 5D), sendo que os
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infiltrados inflamatérios foram maiores e mais frequentes nos animais IL-17KO-
Inf e Rag-1-Inf. Nao foram observadas lesbes intestinais (Dados nao

apresentados).

Figura 2. Fotomicrografias do parénquima pulmonar de camundongos

infectados e tratados ou ndo com ciclofosfamida (Cy) revelam pneumonia
intersticial causada pela inoculacéo intranasal de E. cuniculi do experimento A.
A) Notar que as espessuras das paredes alveolares estédo finas na maioria dos
alvéolos em camundongos Inf. B) Algumas paredes alveolares mostram infiltrado
mononuclear (seta preta) ocorreu em camundongos Inf. C) Paredes alveolares
com espessura mais grossa indicam maior infiltrado mononuclear em
camundongos Cy-Inf. D) Notar presenca de infiltrado inflamatorio (seta preta)

com predominancia de células mononucleares e presenca esporadica de
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polimorfonucleares evidenciada por infiltrado leucocitario em parénquima
pulmonar. E) Detalhamento de macrofago alveolar (seta preta) na luz do alvéolo
e proximo a parede alveolar e neutréfilo no intersticio (seta branca) em
camundongos Cy-Inf. F) Detalhe de macrofagos intersticiais (setas pretas)
constituindo a parede alveolar em camundongos Cy-Inf. Coloragéao HE.

Figura 3. Fotomicrografias do parénquima pulmonar de camundongos

knouckout IL-17RA, Rag-1 e de camundongos C57BL/6 do experimento B,
infectados pela via intranasal de E. cuniculi revelam pneumonia intersticial. A)
Notar que as espessuras das paredes alveolares estdo mais espessas na
maioria dos alvéolos em camundongos IL-17KO-Inf. B) Camundongos Rag-1-Inf

também mostram paredes alveolares mais espessas pela infiltracdo de células
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mononucleares. C) Em maior aumento e no inserto pode-se observar o
predominio de infiltrado mononuclear (seta preta) nas paredes alveolares de
camundongos IL-17KO-Inf. D) Nos camundongos Rag-1-Inf, a infiltrac&o nodular
por células mononucleares (seta preta) foi observada em parénquima pulmonar.

Coloragéao HE.
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Figura 4. Carga fangica e contagem de leucdcitos presentes no lavado
broncoalveolar (BAL) de camundongos infectados e tratados ou n&do com
ciclofosfamida (Cy). A) Numero de macréfagos contabilizados no BAL de
camundongos Inf e Cy-Inf. B) Numero de linfécitos contabilizados no BAL de
camundongos Inf e Cy-Inf. C) Quantificacdo da carga fangica no parénquima
pulmonar de camundongos pertencentes aos grupos Infectado (Inf) e Cy-
Infectado (Cy-Inf)) pela técnica de PCR em tempo real (QPCR). Teste t de
Student revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,
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Figura 5. Fotomicrografias do parénquima hepético de camundongos infectados

pela inoculacao intranasal de E. cuniculi. A) Infiltrado leucocitario mononuclear
(seta) em camundongos infectado. B) Infiltrado leucocitario mononuclear (seta)
junto ao sinusoide em camundongos tratado com ciclofosfamida e infectado. C)
Infiltrado leucocitario mononuclear (seta) adjacente a sinusoide em
camundongos IL-17RA infectado. D) Infiltrados leucocitarios mononucleares

(seta) junto ao sinusoide em camundongos Rag-1" infectado. Coloracéo HE.

3.2. Reducdao de linfocitos T CD8* e T CD4* estava associado a pneumonia

mais grave

No experimento A, a analise histopatolégica demonstrou que os animais
Cy-Inf tiveram quadro de pneumonia intersticial mais intenso com maior carga
fungica e nesses animais foram observados os menores percentuais de linfocitos
T CD8* e T CD4*, assim como maior proporcao de linfocitos T CD4 em relacao
aos linfécitos T CD8 no tecido pulmonar em compara¢ao aos animais do grupo

Inf (Fig. 6A, 6B, 6C). Nos animais do grupo Inf observou-se maior percentual de
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linfécitos T CD8* no tecido pulmonar e adicionalmente, a propor¢cao entre
linfécitos T CD8 por linfécitos T CD4 foi maior (Fig. 6A, 6B, 6C).
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Figura 6. Percentual de células T e B presentes no parénquima pulmonar de
camundongos néo-infectado (CTL); Inf - camundongos infectados pela via
intranasal com E. cuniculi; Cy - tratados com ciclofosfamida (Cy) e ndo-infectado;
Cy-Inf - tratados com Cy e inoculado pela via intranasal com E. cuniculi; Sham -
inoculado pela via intranasal com solucdo de NaCl 0,9% esterilizada. A) %
Linfocito T CD8*. B) % Linfocito T CD4*. C) Relacédo entre T CD4*/ T CD8*. D)
% Linfécitos B. A andlise de variancia (ANOVA) de uma via com pés-teste Tukey
revelou p<0,05*, p<0,001***, p<0,0001****,

No experimento B, as analises fenotipicas de linfécitos demonstraram
reducdo da populacao de linfocitos T CD8 nos camundongos Rag-1, infectados
ou ndo (Fig. 7A). Os camundongos IL-17KO-Inf apresentaram percentual de
linfécitos T CD8+ semelhante aos animais WT-Inf (Fig. 7A), contudo esses
linfécitos tinham menor expressdo de IFN-a (Fig. 7B). Os percentuais de
linfécitos T CD4+Thl estavam reduzidos em camundongos IL-17KO-Inf em
comparacdo ao WT-Inf (Fig. 7C). Em relagdo aos linfécitos T CD4+Th17
observou-se maior percentual dessa populagdo em camundongos WT-Inf e Rag-

1-Inf em comparacéo aos seus controles, respectivamente WT e Rag-1 (Fig. 7D),
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ou seja, a infeccdo aumentou essa populagdo celular. Contudo, nos
camundongos IL-17KO, o comportamento desse tipo celular foi contrario, a

infeccdo reduziu o percentual de linfécitos T CD4+Th17 (Fig. 7D).

Em relacdo aos linfocitos B, os animais do grupo Cy-Inf tinham maior
percentual desse tipo celular ao comparar com o controle Cy (Fig. 6D), enquanto
nos camundongos Rag-1, infectados ou ndo, essa populacdo estava reduzida

(Fig. 7E).

A - B
40 hon . 50+ Ly
= — aia %
= ! ) -
— 30+ . é -2 2 $ —_—
+ E * g o~
8 $ O EE 304 ™ °
O 4 § Z»;: }
g 5 w 204 *
[ =
2 3
104
5 104
0 T T T T r 0 T T
& s . N s A A Y N
) é\.\“ R, S o & S © S ¢ &
A o @ N & A O & >
AN o AN o
WV %
C D i
P —
" —_— 8 e -
. l.—! = = 1 ®
é 6 : 6 f;v
Sg 3g .
g E 4 ; 3 E 4 B % .
A
£ . A gF = .
. i — - -+
X ) '
04— r T = ;E. - 0 =
A A S N N 3 x y
& & o & ¢ N & & (o) & N Q
\‘é (\*' & Q:PQ Q\ Q\ \\é’\ ':\s{_ +O\ Qﬁbq Q'\\
v R * ¢ R @
W W
E
w. L
»
-
gel E & T
(+4]
g w -
S
[ =4
3 20
0 ™ T

30



Figura 7. Percentual de células T e B presentes no parénquima pulmonar de
camundongos wild type nao-infectado (WT); camundongos WT infectados pela
via intranasal com E. cuniculi (WT-Inf); camundongos IL-17RA” nao-infectado
(IL-17KO); camundongos IL-17RA infectado pela via intranasal com E. cuniculi
(IL-17KO-Inf); camundongos Rag-1" ndo-infectado (Rag-1); camundongos Rag-
1" infectado pela via intranasal com E. cuniculi (Rag-1-Inf). A) % Linfécito T
CD8". B) % Linfocito T CD8 IFN-a+. C) % de linfécitos T CD4+ Thl. D) % de
linfécitos T CD4+ Thl7. E) % Linfocitos B. A analise de variancia (ANOVA) de
uma via com pos-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,

3.3. Infeccao pulmonar pelo E. cuniculi reduziu o perfil M1 e aumentou o
perfil M2

No experimento A, os animais dos grupos Inf, Cy, Cy-Inf e Sham
apresentaram percentual de macréfagos totais menores que os animais CTL
(Fig. 8A). Foi evidenciado maior percentual de macréfagos intersticiais nos
animais Cy-Inf em relacédo ao seu respectivo controle Cy (Fig. 8B). Quanto ao
percentual de macrofagos M1, também foi evidenciada reducéo dos percentuais
nos grupos Inf, Cy, Cy-Inf e Sham em relacdo ao grupo CTL e, adicionalmente,
identificou-se menor percentual de M1 no grupo Cy-Inf em relacdo ao Inf e Cy
(Fig. 8C). Por sua vez, as populacdes de macrofagos M2 foram maiores nos
animais Inf, Cy, Cy-Inf e Sham em relacdo ao CTL (Fig. 8D), resultado
confirmado pela andlise da proporcao entre macrofagos do perfil M1 em relacéo
ao M2. Os animais dos grupos Inf, Cy, Cy-Inf e Sham apresentaram maior
ndamero de M2 proporcionalmente ao M1 na comparagdo com o CTL (Fig. 8E).
No grupo Cy-Inf a proporcdo M1/M2 foi inferior a 0,5, demonstrando equilibrio
nas duas populacées de macroéfagos, ressaltando o papel da infec¢édo pelo E.

cuniculi na modulacdo dos macrofagos alveolares M2.

No experimento B, os camundongos IL-17KO-Inf apresentaram maior
percentual de macréfagos M1 que os demais grupos (Fig. 9A), por sua vez, as
populac6es de macrofagos M2 ndo apresentaram diferencas entre 0s grupos
(Fig. 9B). A analise da proporcéo entre macréfagos M1 e M2 confirmou que 0s
camundongos os camundongos IL-17KO-Inf apresentaram maior populacao do
perfil M1 (Fig. 9C). O percentual de macréfagos intersticiais estava reduzido nos
camundongos WT-Inf e IL-17KO-Inf em comparagcdo aos seus respectivos

controles e ao Rag-1-Inf (Fig.9D). Na analise das células dendriticas nos
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pulmdes, foi demonstrada reducédo dessa populagdo em camundongos IL-17KO-

Inf comparado ao seu respectivo controle (Fig. 9E), assim como foi observada

reducdo dessa populacdo nos animais Rag-1 infectados ou néo (Fig. 9E).
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Figura 8. Percentuais das populacdes de macréfagos presentes no parénquima
pulmonar de camundongos: CTL- ndo-infectado; Inf - camundongos infectados
pela via intranasal com E. cuniculi; Cy - tratados com ciclofosfamida (Cy) e néo-
infectado; Cy-Inf - tratados com Cy e inoculado pela via intranasal com E.
cuniculi; Sham - inoculado pela via intranasal com solugcdo de NaCl 0,9%
esterilizada. A) % total de macréfagos (CD45*F4/80*). B) % de macréfagos
intersticiais (CD45*F4/80*SiglecF). C) % de macréfagos alveolares M1
(CD45*F4/80*SiglecF*CD206). D) % de macrofagos alveolares M2
(CD45*F4/80*SiglecF*CD206"). E) Relagdo entre M1 e M2. Analise de variancia
(ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou p<0,05* p<0,01**
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p<0,0001**** e teste t de Student revelou p<0,01# na comparagéo entre Cy e
Cy-Inf.
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Figura 9. Percentuais das popula¢gdes de macréfagos presentes no parénquima
pulmonar de camundongos wild type né&o-infectado (WT); camundongos WT
infectados pela via intranasal com E. cuniculi (WT-Inf); camundongos IL-17RA™
ndo-infectado (IL-17KO); camundongos IL-17RA” infectado pela via intranasal
com E. cuniculi (IL-17KO-Inf); camundongos Rag-17- ndo-infectado (Rag-1);
camundongos Rag-1"- infectado pela via intranasal com E. cuniculi (Rag-1-Inf).
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A) % de macréfagos alveolares M1 (CD45*F4/80*SiglecF*CD206°). B) % de
macrofagos alveolares M2 (CD45*F4/80*SiglecF*CD206*). C) Relacéo entre M1
e M2. D) % de macrofagos intersticiais (CD45*F4/80*SiglecF). E) % de células
dendriticas (CD45*Ly6G"). Analise de variancia (ANOVA) de uma via com
pos-teste Tukey revelou p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001****,

3.4. Perfil de citocinas pré-inflamatdrias predominou nos camundongos

com pneumonia por E. cuniculi

A presenca de citocinas pro- e antiinflamatorias foi observada no plasma
dos animais infectados pela via intranasal com E. cuniculi (Fig. 10), porém com
diferencas entre os grupos. Os animais Cy-Inf apresentaram aumento de TNF-a.
(Fig. 10A) e IL-2 (Fig. 10D), ja nos animais Inf observou-se aumento de IFN-y
(Fig. 10B), esse justificado pelo aumento dos linfécitos T CD8 no tecido pulmonar
e sua atividade citotoxica. Nos dois grupos, Inf e Cy-Inf a citocina IL-6 estava
aumentada (Fig. 10C) e, apenas nos animais do grupo Inf, demonstramos
aumento de IL-4 (Fig. 10E), indicativo de resposta antiinflamatéria. As citocinas

IL-10 e IL-17 n&o foram detectadas (dados ndo mostrados).

No experimento B, observou-se predominio de citocinas pré-inflamatérias
TNF-a, IL-6 e IL-2 (Fig. 11). Os camundongos WT-Inf demonstraram aumentos
nas citocinas TNF-a, IL-6 e IL-2 (Fig. 11A, 11B, 11C) na comparagdo com seus
controles e foram o0s Unicos a apresentar IL-17 (Fig. 11D), embora sem
significancia. Os camundongos IL-17KO-Inf e Rag-1-Inf apresentaram as
citocinas TNF-a e IL-2 aumentadas em relagdo aos seus controles (Fig. 11A,
11C). Os camundongos Rag-1-Inf demonstraram menor quantificagdo de
citocinas TNF-a e IL-2 que os animais WT-Inf (Fig. 11A, 11C). As citocinas IFN-

Yy, IL- 4 e IL-10 ndo foram detectadas no experimento B (dados ndo mostrados).

No experimento A, também foi analisada a expressao relativa dos genes
relacionados ao inflamassoma complexo NLRP3 em leucécitos coletados do
sangue periférico, embora o grupo Cy-Inf tenha apresentado maior expressao de
IL-13, esse aumento ndo estava relacionado a ativagdo da cascata do
inflamassoma NLRP3 (Fig. 12).
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Figura 10. Mensuragéo de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17 no plasma de
camundongos (CTL) nao-infectado; Inf - camundongos infectados pela via
intranasal com E. cuniculi; Cy - tratados com ciclofosfamida (Cy) e néo-
infectado; Cy-Inf - tratados com Cy e inoculado pela via intranasal com E.
cuniculi; Sham - inoculado pela via intranasal com solugdo de NaCl 0,9%
esterilizada. A) TNF-q, B) IFN-y, C) IL-6, D) IL-2, E) IL-4. Analise de variancia
(ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou p<0,05* p<0,01**,
P<0,001*** p<0,0001****,

35



&0 l% 15+ r 1
9 ®
+ -
g *—o L J
T e - 10
3 e E A
g o 2 o ——
-} (=)
I — @
£ = 5 ®
A 4 —
% 4 — i
o T T # T T = \X&&' \' Ol \I Rl !
& O N N & & N ¥
AN <« £ o © ¥ > &
A 0 3 N & R ©
s\ o \,\%- 24 Q;z-"‘ Y Q € &
W W
C D
e 50
I " 1
@ &l
40
. —
~ 4~ - I3
% — § 30
] ® & —
o 2 = 20+
= 2 e ° 2 S
i Ao ° — e =
® b 10
[ T T T T T 0~ —.”—.—:H”—.-\’-.— - —.-\Q-.—
& S 0 & A & & o & A &
T E e s o & 5 g &
WV Q @ Y Q €
Y &

Figura 11. Mensuracéo de citocinas dos perfis Thl, Th2 e Th17 no plasma de
camundongos wild type ndo-infectado (WT); camundongos WT infectados pela
via intranasal com E. cuniculi (WT-Inf); camundongos IL-17RA"- ndo-infectado
(IL-17KO); camundongos IL-17RA” infectado pela via intranasal com E.
cuniculi  (IL-17KO-Inf); camundongos Rag-17- ndo-infectado (Rag-1);
camundongos Rag-1" infectado pela via intranasal com E. cuniculi (Rag-1-Inf).
A) TNF-q, B) IL-6, C) IL-2, D) IL-17. Andlise de variancia (ANOVA) de uma
via com poés-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,
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Figura 12. Expressdo de RNA mensageiro (MRNA) para NLRP3, ASC, Caspase 1 e
IL-18 em leucdcitos coletados do sangue periférico de camundongos submetidos a
diferentes tratamentos: CTL — camundongos ndo tratados e nao infectados; Inf -
camundongos infectados com E. cuniculi; Cy - camundongos tratados com Cy e néo
infectados; Cy-Inf- camundongos tratados com Cy e infectados com E. cuniculi; Sham
- inoculado pela via intranasal com solucédo de NaCl 0,9% esterilizada. A) Expresséo
relativa de mRNA para NLRP3 em leucdcitos circulantes. B) Expresséao relativa de
MRNA para ASC em leucdcitos circulantes. C) Expressao relativa de mRNA para
Caspase 1 em leucécitos circulantes. D) Expressao relativa de mRNA para IL-18 em
leucécitos circulantes. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com pés-teste Tukey

revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,001***,

3.5 Esporos de E. cuniculi proliferaram em células H292

Foram utilizadas as células pulmonares da linhagem H292, nas quais 0
microsporidio se proliferou em todas as concentracdes de inéculo utilizado para
o desafio, 0 que confirma seu tropismo pelas células pulmonares. No menor

tempo de incubagéo, 24 horas, as concentragdes 4:1 e 6:1 determinaram a maior
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proliferacéo de esporos do patégeno, contudo, em 72 horas, ndo houve diferenca
entre as 3 concentragcbes de indéculo, embora tenha sido observada uma
tendéncia de maior producdo nas concentracdes maiores (4:1 e 6:1) (Fig. 13A,
13B).

Ao analisar a variagdo do tempo de incubacao na quantidade de esporos
produzidos pelas diferentes concentracdes empregadas, ficou evidente que o
maior tempo de incubacao, 72 horas, foi superior para a producao de esporos,
sendo observados aumentos de 1 vez até 4 vezes na comparacdo com as
quantidades produzidas em 24 horas (Fig. 13C, 13D, 13E). Dessa forma
podemos concluir que para periodos curtos de incubacédo, a producdo de
esporos é diretamente proporcional a concentracdo de esporos utilizada. Com
relacdo ao tempo, uma concentracdo intermediaria (4:1) é recomendada para a

exceléncia na producao de esporos.
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Figura 13. Proliferagdo de esporos de E. cuniculi em células de pulmé&o da
linhagem H292. A) Quantificacéo de esporos de E. cuniculi obtidos ap6s 24 horas
de desafio com as concentracbes 1:1, 4:1 e 6:1 esporos por célula. B)

Quantificagdo de esporos de E. cuniculi obtidos ap6s 72 horas de desafio com
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as concentracbes 1:1, 4:1 e 6:1 esporos por célula. Comparacdes das
quantidades de esporos obtidos em 24 ou 72 horas nas concentracdes 1:1 (C),
4:1 em (D) e 6:1 (E) esporos por célula. A andlise de variancia (ANOVA) de uma
via com pOs-teste Tukey em (A) e (B) revelou p<0,001***, Teste T aplicado em
(C, D, E) revelou p<0,05*, p<0,01**,

4. Discussao

A pneumonia provocada por fungos oportunistas, como os microsporidios,
tornou-se um relevante desafio para a saude publica, especialmente por
acometer pessoas com doencas cronicas ou com 0 sistema imunologico
comprometido (Ozkog et al., 2016). Nos Ultimos anos, esse cenario é
evidenciado pelo crescimento no niumero de casos de microsporidiose, tanto em
pacientes imunossuprimidos quanto em imunocompetentes (Kotkova et al.,
2013; Kicia et al., 2016; Kicia et al., 2019; Seatamanoch et al., 2022, Ulusan
Bagci et al., 2023). Os mecanismos de transmissao dos microsporidios ndo estéo
totalmente claros, em especial os que envolvem as vias aéreas. Estudos
experimentais demonstraram o estabelecimento da infeccéo por E. cuniculi pela
administracdo de esporos por via oral, intraperitoneal, intravenosa, intratraqueal
(Wasson, Pepper, 2000) e, recentemente, foi demonstrada a infecgéo
orofaringea (dos Santos, 2022). No entanto, os estudos sugerem que a
microsporidiose pulmonar geralmente é causada pela disseminacdo por via
hematdgena de infec¢cbes do trato gastrointestinal ou urinario, em vez da
possivel transmissao aerégena (Bryan, 1995, Wasson, Pepper, 2000, Hidifira et
al., 2023, Figueiredo Moreira et al., 2022).

Os resultados aqui apresentados demonstraram que inoculacdo de
esporos de E. cuniculi pela via intranasal resultou em pneumonia intersticial,
confirmando ser essa uma rota de infeccdo. Contudo, como na maioria dos
modelos experimentais de encefalitozoonose, a gravidade da infeccao foi
diretamente associada a competéncia da resposta imune do hospedeiro. Os
animais imunossuprimidos com Cy e infectados (Cy-Inf) apresentaram
pneumonia mais intensa e maior carga fungica que o grupo infectado (Inf).

Estudos de infeccdo experimental com E. cuniculi em camundongos tratados
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com Cy infectados pela via intraperitoneal (Lallo, Hirschfeld, 2012) e intravenosa
(Figuerédo Moreira et al.,, 2022) revelaram quadros graves de pneumonia
intersticial caracterizada por extenso infiltrado inflamatério mononuclear,
diferentemente do que foi identificado aqui em camundongos imunossuprimidos
por Cy. O infiltrado inflamatorio observado foi leve a moderado. Adicionalmente,
a auséncia de lesdes ou presenca de lesGes escassas causadas por E. cuniculi
em outros 6rgdos, como o figado, sugerem que o0s mecanismos de defesa
associados a essa via transmissao dificultam a presenca e multiplicacéo

patégeno nos tecidos pulmonares.

A encefalitozoonose experimental pela via intraperitoneal ou oral ja foi
descrita em modelos murinos com deficiéncia imunologica, tais como
camundongos SCID e Nude, os quais desenvolveram infeccdo disseminada e
grave com ascite, hepatite, pneumonia e 6bito (Khan et al., 1999, Khan et al.,
2001). Assim, corroboram os achados clinicos e patolégicos observados nos
animais knockout IL17RA”- e Rag-17-, nos quais foi observada pneumonia clinica
e histolégica mais exacerbada. Os camundongos IL-17RA” ndo expressam o
receptor IL-17RA, com consequente bloqueio na sinalizagao de IL-17A, IL-17F,
IL-17C e parcial para IL-17E (IL-25), o que torna esses animais suscetiveis as
infeccdes fungicas oportunistas (Trautwein-Weidner et al., 2015; Corneth et al.,

2019), como foi observado em nosso estudo.

Por sua vez, os camundongos Rag-1 (Recombination Activing Gene 1)
apresentam um rearranjo dos genes de receptores antigénicos para células T
(TCR) e de imunoglobulinas em linfocitos B, o que resulta na deficiéncia
completa de células T e B maduras, embora com preservacao da atividade imune
inata (Miller, Robinson, 2012, Dufaud et al., 2019). No presente estudo, esse
grupo apresentou sinais clinicos bem graves com definhamento, apatia e perda
de peso, assim como uma pneumonia intersticial caracterizada por infiltrado
inflamatorio acometendo grande parte do parénquima. Corroborando nossos
resultados, foi demonstrado que camundongos deficientes em Rag-1 foram mais
suscetiveis a candidiase oral (Hernandez-Santos, 2013), a criptotocose (Dufaud
et al., 2019) e ao Mycobacterium tuberculosis (Miller, Robinson, 2012) quando

comparados aos camundongos controles WT.
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Nos camundongos Cy-Inf, a suscetibilidade a pneumonia intersticial foi
associada ao baixo percentual de linfocitos T CD8 e T CD4. Adicionalmente,
esses animais tinham maior percentual de macrofagos intersticiais, menor
percentual de macréfagos M1 e perfil predominante de citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-2, achados que explicam o processo inflamatorio
associado. J& nos camundongos Inf, identificou-se aumento linfécitos T CD8+ e
das citocinas pro-inflamatorias IFN-y e IL-6, em associacdo a menor carga
fungica. Em pulmdes saudaveis existem poucas células T CD8 residentes em
estado estacionario, representando 1-2% de todas as células hematopoiéticas
CDA45+ (Bree et al., 2005). O aumento no nimero de células T CD8 geralmente
estd associado ao recrutamento ativo para o pulméo inflamado durante uma
infeccdo (Chen, Kolls, 2013). Anteriormente, foi demonstrada que a reducao na
carga fangica de E. cuniculi foi diretamente proporcional ao aumento do
percentual de linfécitos T CD8+ presentes no tecido pulmonar de camundongos
tratados com Cy e infectados por via hematdégena (Figuerédo Moreira et al.,
2022). Adicionalmente, a pneumonia mais exacerbada em camundongos Rag-
1-Inf demonstrada por sinais clinicos e quadro histopatologico, corrobora a
importancia de linfécitos T, em especial T CD8, como agente limitador da
infeccdo pelo E. cuniculi. A deficiéncia adicional de células T CD4 Thl e B
completam o painel de altera¢gBes limitantes para o combate a esse patdogeno

intracelular.

Na maioria dos casos, as células T CD8+ sdo ativadas por IL-2 produzida
pelos linfécitos T CD4+ (Opala et al., 2015). Entretanto, a falta de células T CD4+
nao afeta a resposta dos linfocitos T CD8 como foi observado em animais T CD4¢
") infectados intraperitonealmente pelo E. cuniculi, sendo este um exemplo de
infeccdo intracelular independente de células T CD4+ (Khan et al, 1999). No
presente estudo, embora os percentuais de linfocitos T CD4+ do grupo Cy-Inf
ndo tenham demonstrado diferenca entre os grupos do experimento A, a
proporcao entre linfocitos T CD4 por CD8 foi maior nos animais do grupo Cy-Inf,
fato que poderia explicar a presenca de IL-2 como fator de sinalizagcdo para
células T CD8 e CD4 contra o E. cuniculi. Apesar disso, o grupo Cy-Inf
apresentou baixo percentual de células T CD8, fato que poderia explicar a baixa

producéo e secrecdo de IFN-y, e o combate ao patdgeno. Nos camundongos
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Rag-1-Inf, a producdo de citocinas pro-inflamatérias foi baixa, porém vale
ressaltar que cerca de 30 a 40% dos linfécitos T CD8 expressavam internamente
IFN-y, o que indica claramente ativacdo funcional (Uhl et al., 2023).
Considerando a imaturidade funcional dos linfécitos T CD8 em camundongos
Rag-1, é provavel que o estimulo para a expresséo de IFN-y tenha origem na
populacdo de macrofagos intersticiais e na secrecdo de IL-12, que nao foi
mensurada nesse experimento (Del Vecchio et al., 2007). Também foi observada
aumento do percentual de linfocitos T CD4 Thl7 nesses animais, embora a
citocina IL-17 ndo tenha sido mensurada no sangue. Nos camundongos IL-
17KO-Inf a populacdo de linfécitos T CD8 nao estava reduzida, porém
apresentaram baixa expressdo de IFN-y, demonstrando pouca ativacéo
funcional. Contudo, esse grupo apresentou maior percentual de macrofagos M1
e maior producéo de TNF-a, demonstrando a participacdo da imunidade inata

no controle do patégeno.

Os pulmdes possuem duas populacbes distintas de macréfagos:
macréfagos alveolares (MA), que estdo em contato proximo com as células
epiteliais tipo | e Il dos alvéolos, e macréfagos intersticiais (Ml), que estdo
localizados no parénquima entre o endotélio microvascular e o epitélio alveolar.
Os MAs desempenham um papel fundamental na manutencdo do equilibrio
pulmonar. Em condi¢cBes normais, eles apresentam alta atividade fagocitica e
produzem citocinas antiinflamatorias, contribuindo tanto para o reparo tecidual
qguanto para a prevencdo de inflamacédo excessiva (Mu al., 2021). Os MAs
poderiam ser classificados fenotipicamente e funcionalmente em dois tipos
principais: macrofagos M1 (pro-inflamatorios, pro-fibroticos e que recrutam
ativamente neutréfilos) e macréfagos M2 (antiinflamatérios, anti-fibréticos, pro-
asmaticos e pro-resolucdo, com propriedades regenerativas) (Mu al., 2021). Os
MAs sdo modulado em M1 e M2 pelo microambiente Gnico do pulméao, que
compreende contato intimo com as células epiteliais, alta tensdo de oxigénio e
exposicdo a fluido rico em surfactante, todos essenciais para a homeostase do
tecido, defesa do hospedeiro, eliminacdo de surfactante e detritos celulares,
reconhecimento de patdgenos, inicio e resolugdo da inflamagédo pulmonar e
reparo de tecido danificado (Hu, Christman, 2019). A segunda linha de defesa

nos pulmdes contra patdgenos invasores sdo os MI, sendo essas células
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apresentadoras de antigeno e reguladoras dos processos relacionados as
células T (Wang et al., 2018; Schyns et al., 2019).

O estudo de Santos et al. (2022) demonstrou aumento da populacéo de
MA nos pulmdes dos animais infectados n&o-imunossuprimidos, associado a um
perfil misto de citocinas, Thl (IFN- y, TNF-a e IL-6) e Th2 (IL-4), sugestivo da
presenca concomitante de MA dos perfis M1 e M2. De forma geral, no presente
estudo, a populacédo de macrofagos M1 diminuiu apés a infec¢cdo, com excecao
dos animais IL-17KO-Inf que teve aumento nesse perfil de macrofagos.
Adicionalmente, os grupos infectados tinham maior percentual de macréfagos
M2, com excecao dos animais IL-17KO-Inf. Anteriormente foi demonstrado que,
em condicdes in vitro, os macrofagos peritoneais obtidos de camundongos XID
desafiados com E. cuniculi apresentaram um perfil de macréfagos M2, com
morte predominante por necrose, enquanto 0os macrofagos de camundongos
Balb/C mostraram uma polarizacdo para o perfil M1, com morte por apoptose e
liberacao de altos niveis das citocinas IL-6 e IL-10 (Pereira et al., 2019). Portanto,
a modulacao do perfil M2 pode favorecer a sobrevivéncia de E. cuniculi, como
tem sido descrito para outros patdégenos (Krakauer, 2018, Mily et al., 2020).

Por outro lado, estudos indicam que os MAs ndo sdo apenas fagocitos
essenciais para a remocao de células lesionadas e subsequente reparo tecidual,
mas também sdo necessarios para prevenir respostas inflamatorias
exacerbadas que poderiam causar danos teciduais secundarios e o
comprometimento respiratério. Em consonancia com isso, experimentos ex
vivo com MAs isolados de humanos e camundongos também demonstram que
esses macrdéfagos produzem niveis muito mais baixos de citocinas pro-
inflamatorias (como TNF-a e IL-6) em resposta a inflamacdo aguda, quando
comparados aos mondcitos/macréfagos recrutados, ou seja Ml (Gwyer Findlay,
Hussell, 2012, Hiruma, 2018). Talvez outro fator que pode justificar a constatacao
de infeccdo pulmonar e pneumonia intersticial com pouco infiltrado inflamatoério
possa ser o0 contato inicial do patégeno com os MAs, considerando sua atuacao

microbicida com pouca repercusséao pro-inflamatoria.

Por sua vez, nos camundongos Cy-Inf foi observado maior percentual de
MIs e menor de macrofagos M1 nos pulmdes, sendo esses achados associados

a infeccdo mais grave. A reducdo dos macrofagos alveolares M1, cuja atividade
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microbicida é a primeira barreira para as infecgbes respiratorias, esta
diretamente relacionada a maior carga fungica e ao quadro de pneumonia mais
grave. Durante a infeccdo pulmonar aguda, ou inflamacdo, uma reducdo na
populacdo de MA residentes é frequentemente observada e referida como a
"reacdo de desaparecimento de macréfagos”, e este € certamente o caso na
infeccdo por SARS-CoV-2 (Grant et al., 2021; Liao et al., 2020) e poderia explicar
a reducao dos MA1 no grupo Cy-Inf. Também vale ressaltar que a reducéo dos
M1 no grupo Cy néo infectado é indicativo do efeito da Cy sobre os macréfagos
alveolares, fato que tornaria 0os animais desse grupo menos resistentes a
infeccdo pela via orofaringea. A compreensao das variagcdes que envolvem as
populacdes de células imunoldgicas, seus subprodutos (citocinas, quimiocinas e
exossomos) e sua funcionalidade ainda é limitada, o que evidencia a

necessidade de investigagdes mais aprofundadas no futuro.

Os resultados aqui apresentados permitiram concluir que a inoculacéo de
esporos de E. cuniculi pela via intranasal determinou pneumonia intersticial. Os
camundongos imunossuprimidos com Cy, knockout IL-17RA e Rag-1 tiveram
pneumonia mais grave que 0s animais nao imunossuprimidos ou wild type,
sendo a menor resisténcia ao patdogeno associada especialmente a menor

resposta de linfocitos T CD8 e ao predominio de macrofagos alveolares M2.
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