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RESUMO

Encephalitozoon cuniculi € um fungo formador de esporos, patégeno intracelular
obrigatério, que causa a doenca oportunista encefalitozoonose, em ambos animais
domésticos e selvagens, e em humanos imunocomprometidos. O diagndstico clinico
da encefalitozoonose é desafiador, pois a sintomatologia da doenca € inespecifica e
nao exclui outras doencas concomitantes, sendo recomendado o0 uso de exames
laboratoriais para o diagndstico etiologico. O presente estudo objetivou utilizar as
metodologias histoquimicas hematoxilina e eosina (HE), Gram-Chromotrope,
Fluorescéncia Calcoflior, e a imuno-histoquimica (IHQ) para E. cuniculi para a
identificacdo e quantificacdo dos esporos de E. cuniculi no figado e pulmdes de
camundongos infectados experimentalmente e  imunossuprimidos com
ciclofosfamida em diferentes doses. Todas as metodologias histoquimicas e IHQ
acima mencionadas marcaram 0s esporos de E. cuniculi, entretanto, houve
marcacado inespecifica de outras estruturas nas metodologias HE, Calcofltor e
Gram-Chromotrope, impossibilitando a quantificacdo dos esporos. Além disso, foi
verificada associacao entre um maior nimero de esporos de E. cuniculi com maiores
doses de ciclofosfamida. Os resultados indicam que a IHQ é um método eficaz e
recomendado para o diagnostico etiolégico de E. cuniculi, e para a quantificacdo de
E. cuniculi em amostras de tecidos com suspeita de encefalitozoonose. Devido a
baixa sensibilidade e especificidade, sugerimos que as metodologias histoquimicas
HE, Calcoflior e Gram-Chromotrope sejam utilizadas como metodologias
complementares ou de triagem para o diagndstico etiolégico da encefalitozoonose

em amostras de tecidos com suspeita de encefalitozoonose.

Palavras-Chave: Encefalitozoonose, Encephalitozoon cuniculi, histopatologia,
imuno-histoquimica.



ABSTRACT

Encephalitozoon cuniculi is a spore-forming fungus, an obligate intracellular
pathogen, which causes encephalitozoonosis in domestic and wild animals and in
immunocompromised humans. The clinical diagnosis of encephalitozoonosis is
challenging, as the disease symptoms are nonspecific, not excluding other
concomitant diseases. Thus, it is recommended to use laboratory exams for the
etiological diagnosis. The present study aimed to use the histochemical methods
hematoxylin and eosin (HE), Gram-Chromotrope, Fluorescence Calcofluor, and
immunohistochemistry (IHC) for E. cuniculi for the identification and quantification of
spores of E. cuniculi in the liver and lungs of infected and immunossupressed mice.
All histochemical and IHC methodologies used in the present study marked the
spores of E. cuniculi, however, there were non-specific marking of other structures in
the HE, Calcofluor and Gram-Chromotrope methodologies, not allowing for
quantification of spores. In addition, an association between a higher number of
spores of E. cuniculi with a higher dose of cyclophosphamide was observed. The
results indicate that the IHC is an effective and recommended method for the
etiological diagnosis of E. cuniculi, and for the quantification of E. cuniculi in tissue
samples suspected with encephalitozoonosis. Due to the low sensitivity and
specificity, we suggest that the histochemical methodologies HE, Calcofluor and
Gram-Chromotrope should be used as complementary or screening methodologies
for the etiological diagnosis of encephalitozoonosis in tissue samples suspected with

encephalitozoonosis.

Keywords: Encephalitozoonosis, Encephalitozoon cuniculi, histopathology,
immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

As microsporidioses sdao um grupo de doencas infecciosas causadas por
esporos pertencentes ao Reino Fungi e ao Filo Microsporidia, que contém 140
géneros e mais de 1200 espécies (Didier; Weiss, 2008). Todos 0os microsporidios
sdo patodgenos intracelulares obrigatérios. O principal género causador de doencas
em mamiferos desse reino é o Encephalitozoon, e as trés principais espécies sao:
Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem e Encephalitozoon intestinalis
(Gotti, Gagliani, 2011). E. cuniculi infecta animais domeésticos e silvestres (Kunzel et
al., 2008; Pereira et al., 2009; Harcourt-Brown, 2010; Lallo et al., 2012a; Lallo et al.,
2012b; Bartova et al., 2015; Tsukada et al., 2016), sendo capaz de causar infeccbes
locais ou disseminadas (Mohindra et al., 2002; Goldsmith et al., 2013; Levine et al.,
2013).

Com relacdo a replicacdo, os esporos de E. cuniculi se multiplicam dentro
vacuolos parasitéforos por meio da reproducdo assexuada (merogonia), seguidos
por ruptura de células hospedeiras infectadas (Frazen, 2004). Em seguida, 0s
esporos sao liberados no espaco extracelular. Os esporos parasitam
preferencialmente células epiteliais e macréfagos (Rebel-Bauder et al., 2011), e
podem se disseminar para o encéfalo, rins, intestinos e pulmdes, que sao
considerados os 6rgaos de maior tropismo dos esporos (Mathis et al., 2005; Csokai
et al.,2009a; Leipig et al., 2013). E. cuniculi possui um arcabouco de organelas
intracelulares considerado rudimentar, o que obriga o parasitismo de células como
condicdo para a replicacdo dos esporos (Katinka et al., 2001).

Os microsporidios sdo transmitidos principalmente através da via oro-fecal
(Frazen, 2004). De fato, a infeccdo do hospedeiro ocorre principalmente apos a
ingestdo de comida ou &gua contaminada com esporos, que por sua vez Sao
eliminados pela urina e fezes de hospedeiros infectados (Mathis et al., 2005). Uma
vez no trato digestério, os esporos entram em contato com a mucosa intestinal,
infectando  enterécitos e macréfagos adjacentes, sendo posteriormente
transportados para o sangue e, subsequentemente para outros 6rgados como 0s rins,
encéfalo, figado e coracéo (Harcourt-Brown, 2010).

A tentativa de diagndstico clinico da encefalitozoonose é desafiadora. Em
geral, o diagnostico exclusivamente clinico ndo €& possivel, pois manifestacdes

clinicas, como sindrome vestibular, uveite facoclastica, gastroenterite, pneumonia,



hepatite e miocardite em animais (Jass et al., 2008; Benz et al., 2011; Leipig et al.,
2013; Tsukada et al., 2016), e sintomas como diarreia crbnica, ceratoconjuntivites,
hepatite, peritonite e nefrites em humanos, j& foram relatados. Portanto, a
sintomatologia da encefalitozoonose € variada e pode ser confundida com outras
doencas (Brasil et al., 1997; Mohindra et al., 2002; Goldsmith et al., 2013; Levine et
al., 2013). Assim, como a sintomatologia apresentada tanto por animais como por
humanos é confundivel com outras doencas, o diagndstico exclusivamente clinico é
limitado (Gruber et al., 2009; Goldsmith et al., 2013; Leipig et al., 2013). Entretanto,
gquando a investigacdo € combinada com exames laboratoriais, se obtém o
diagnéstico definitivo da encefalitozoonose (Kunzel et al., 2008; Csokai et al., 2009a;
Csokai et al., 2009b).

De fato, a encefalitozoonose pertence ao grupo de doengas sub-
diagnosticadas, principalmente devido a falta de experiéncia dos médicos e dos
laboratorios de patologia (Goldsmith et al., 2013).

Alguns exames laboratoriais tém sido aplicados para o diagndéstico definitivo
da encefalitozoonose, como testes sorologicos, que identificam as imunoglobulinas
G e M para E. cuniculi no soro dos pacientes (Garcia, 2002; Desoubeaux et al.,
2017). A sorologia por ELISA é uma metodologia alternativa para o diagndstico
presuntivo de infec¢do por E. cuniculi (Boot et al., 2000; Garcia, 2002; Jordan et al.,
2006), sendo considerada uma técnica que pode ser bem aplicada na deteccdo da
infeccdo em sua fase inicial (Csokai et al., 2009a). Entretanto, anticorpos para E.
cuniculi e E. intestinalis foram encontrados em humanos com HIV, apresentando
reacdo cruzada entre espécies de Encephalitozoon (Desoubeaux et al.,, 2017,
Garcia, 2002). Portanto, a sorologia pode ser uma ferramenta para o diagnéstico da
encefalitozoonose, mas pode haver resultados “falso-positivo” devido relatos de
reacao cruzada (Csokai et al., 2009a; Desoubeaux et al., 2017).

A biologia molecular tem sido utilizada como metodologia complementar para
o diagnéstico etiologico das microsporidioses, sendo capaz de diferenciar as
espécies e subespécies (genoétipos), apresentando altas sensibilidade e
especificidade. Além disso, a reagdo em cadeia da polimerase em tempo real pela
transcricdo reversa (qQPCR, em inglés), permite a quantificacdo para determinacéo
da carga parasitaria de E. cuniculi (Rossi et al., 1998; Espy et al., 2006; Bastien et
al., 2008; Csokai et al., 2009b; Moretto et al., 2015; Kotkova et al., 2018).

Ainda, diversas metodologias tém sido aplicadas para identificar
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microsporidios em lesBes histoldégicas, como as coloracdes histoquimicas para
identificacdo de esporos de E. cuniculi (Joseph et al.,, 2006; Lallo et al., 2010;
Rodriguez-Tovar et al., 2016). Os esporos podem ser identificados em exames
histologicos, com a preparacdo de tecidos incluidos em parafina ou em resina
plastica (Lallo et al., 2010). H4 uma variedade de métodos especiais de coloracdo de
esporos, conforme a seguir:

A técnica de hematoxilina-eosina (H-E) foi empregada para a identificacdo de
esporos, e 0s esporos se apresentam de cor r0sea, ligeiramente basofilica, e em
pequena quantidade, sendo assim ignorados e podendo ser confundidos com
estruturas celulares. A infeccao por E. cuniculi s6 poderia ser sugerida apés a
observacdo da resposta inflamatdria associada aos esporos (Lallo et al.,, 2010;
Rodriguez-Tovar et al., 2016).

Gram-Chromotrope € uma técnica de coloracdo de Gram, aplicada nos cortes
histol6gicos, capaz de identificar os esporos de E. cuniculi na cor purpura ou violeta,
contrastando com o fundo réseo, constatando com dificuldade a presenca do E.
cuniculi na lesdo histoldgica (Lallo et al., 2010; Moura et al., 1996).

A coloracao fluorescente de calcoflior pode ser aplicada para a identificacao
de esporos, fluorescendo a cor azul brilhante com estruturas ovais bem definidos
contra um fundo escuro, ja& 0s esporos maduros apareceram como estruturas
ovoides, enquanto que 0S esporos imaturos ou vazios apareceram como estruturas
em forma de anel (Francisco Neto et al.,, 2017; Rodriguez-Tovar et al., 2016).
Entretanto, ha relatos de que a técnica tem a vantagem de ser realizada em pouco
tempo, porém apresenta varios resultados “falso-positivo”, podendo apresentar
fluorescéncia inespecifica, o que compromete a deteccdo de esporos em tecidos
(Didier et al., 1995; Lallo et al., 2010).

Adicionalmente, a imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica que permite a
identificacdo de antigenos de E. cuniculi em amostras de tecidos ou células. A IHQ
apresenta alta sensibilidade na identificacdo do patégeno nas lesdes histoldgicas
para confirmacdo do diagnostico da encefalitozoonose (Habenbacher et al., 2012;
Leipig et al., 2013). A IHQ foi desenvolvida a partir de pesquisas em imunopatologia
que comecaram na década de 1940, porém somente em 1974, pela técnica de
imunoperoxidase, foi possivel utilizar a marcacao de antigenos em tecidos (Chan,
2000; Ramos-Vara, Beissenherz, 2005). A IHQ tem por objetivo identificar o

complexo antigeno-anticorpo em cortes de tecido por meio da utlizacdo de
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anticorpos especificos, uma vez que, antigeno-anticorpo ligam-se covalentemente. A
visualizacdo deste complexo € possivel com o uso de cromdégenos, como a
diaminobenzidina (DAB) (Chan, 2000; Ramos-Vara, Beissenherz, 2005).

Existem poucos estudos sobre a identificagdo de E. cuniculi, bem como do
diagnéstico da encefalitozoonose com a utilizacdo da IHQ (Park et al.,, 1993;
Giordano et al., 2005; Csokai et al., 2009b; Gruber et al., 2009; Rebel-Bauder et al.,
2011; Habenbacher et al., 2012; Leipig et al., 2013). De fato, a IHQ foi utilizada com
sucesso para diagnosticar uveites, encefalites, nefrites e infeccbes em mamiferos
com encefalitozoonose natural (Park et al., 1993; Giordano et al., 2005; Csokai et al.,
2009b; Gruber et al., 2009; Rebel-Bauder et al., 2011; Habenbacher et al., 2012;
Leipig et al., 2013). Em humanos, h4 apenas um relato de caso que utilizou a IHQ
para o diagnostico da encefalitozoonose em paciente receptor de transplante de rins
e pulmdes (Goldsmith et al., 2013).

A IHQ pode ser aplicada para a identificacdo post mortem de E. cuniculi nos
olhos de coelhos com uveite (Giordano et al.,, 2005). Além disso, a IHQ é
recomendada como metodologia para a identificagdo de E. cuniculi em animais que
vierem a oObito (Giordano et al., 2005; Csokai et al., 2009b; Gruber et al., 2009;
Rebel-Bauder et al., 2011; Leipig et al., 2013).

O presente estudo objetivou utilizar metodologias histoquimicas e imuno-
histoquimicas para quantificagdo dos esporos de E. cuniculi nas lesdes em tecidos
de camundongos infectados experimentalmente. O estudo foi realizado em amostras
de figado e pulmbes de camundongos infectados experimentalmente com esporos
de E. cuniculi e imunossuprimidos com ciclofosfamida em diferentes doses.
Adicionalmente, também quantificamos as areas dos granulomas, na tentativa de
verificar uma associacdo entre a quantificagcdo dos esporos com a resposta imune

do hospedeiro.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 - Patégeno

Os esporos de E. cuniculi - obtidos da empresa Waterborne® Inc. (New
Orleans, LA, USA) - foram cultivados em células RK-13 (Rabbit Kidney) no
Laboratorio de Culturas Celulares da Universidade Paulista. Para o desenvolvimento
dos parasitos, as células RK foram mantidas em meio Eagle (Cultilab) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab), 10% de aminoacidos ndo-essenciais,
10% de piruvato e com o antibiético gentamicina (20 mg/mL) em frascos (Nunc) com
capacidade de 75 cm?. As culturas de E. cuniculi foram incubadas com 5% de CO2 a
temperatura de 37°C, em intervalos de 7 dias, o sobrenadante da cultura foi coletado
e centrifugado por 30 minutos a 500g para obtencdo dos esporos contidos no
sedimento, os quais foram armazenados a 4°C. Para a contagem dos esporos de E.

cuniculi, foi utilizada uma camara de Neubauer (Hornitzky, 2008).

2.2 - Animais, infeccdo experimental e imunossupressao.

Foram utilizados camundongos isogénicos SPF (specific pathogen free),
machos, da linhagem C57BL/6, com 8-10 semanas de idade, obtidos no Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME) da
Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP), Brasil.

Os animais permaneceram no Laboratério de Experimentacdo Animal da
Universidade Paulista sob condicbes de temperatura (22 a 24°C) e umidade
controladas (45 a 55%), com ciclo claro e escuro (12/12 horas), em microisoladores,
onde receberam racdo ad libitum peletizada irradiada e agua esterilizada por
autoclavagem.

Durante o periodo experimental de 28-30 dias, os animais foram divididos em
6 grupos com 5 animais cada. Os animais dos grupos infectados foram infectados
pela via intravenosa na veia caudal com 1x107 esporos de E. cuniculi, no volume
100ul, que foi diluido em PBS 1x (Lallo; Hirschfeld, 2012). Os animais dos grupos
imunossuprimidos foram imunossuprimidos com ciclofosfamida (CY) pela via

intraperitoneal uma vez por semana, o protocolo de imunossupressao foi adaptado
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de Lallo e Hirschfeld (2012). Adicionalmente, também foi realizada infeccao pela via
intravenosa na veia caudal com 1x107 esporos de E. cuniculi e imunossupressédo na
dose de 250 mg/kg em um camundongo, que foi utilizado como controle positivo.

Os grupos experimentais estao descritos na tabela a seguir:

Tabela 1. Relacédo dos grupos experimentais.

Grupos Infeccao Imunossupressao
Grupo 1 1x107 de E. cuniculi 150 mg/ Kg de CY
Grupo 2 1x107 de E. cuniculi 75 mg/ Kg de CY
Grupo 3 1x107 de E. cuniculi X
Grupo 4 X 150 mg/ Kg de CY
Grupo 5 X 75 mg/ Kg de CY
Grupo 6 X X

Grupo controle positivo 1x107 de E. cuniculi 250 mg/ Kg de CY

2.3 - Necropsia e coleta de amostras

Apbés 28-30 dias pos-infeccdo (DPI) experimental, os animais foram
submetidos a eutanasia pelo aprofundamento anestésico com a utilizagcdo da
associacdo de quetamina (100 mg/Kg), xilazina (2,5 mg/Kg) e acepromazina (2,5
mg/Kg) (Pompeu et al., 2017). Em seguida, foram colhidos figado e pulmdes de
todos o0s grupos e animais descritos acima, que foram fixados em formol tamponado
10% por 48 horas, sendo posteriormente processados rotineiramente para a
incluséao de tecidos em blocos de parafina para a microscopia de luz.

2.4 - Coloracg6es histoquimicas

Os blocos dos tecidos em parafina foram cortados de forma seriada e em
micrétomo (4um), desparafinados rotineiramente e corados pelas técnicas de
Hematoxilina-Eosina (HE), que possui afinidade pelos aos acidos nucleicos (Weber
et al.,1992), Gram-Chromotrope que se liga a estruturas como o peptidoglicano
(Moura et al., 1996), segundo protocolos ja estabelecidos (Weber et al.,1992; Moura
et al., 1996).

Para a técnica de coloracao fluorescente de calcofltor, que possui afinidade
para quitina, as laminas foram coradas com 5 mg de corante Calcofltor branco

(Sigma - Aldrich)/ mL de H20 durante 3 min, lavados em agua destilada e deixados a
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temperatura ambiente para secar. Para a visualizacao e fotografia, foi utilizado um
microscopio fluorescente Olympus BX 60 (Vavra et al., 1993; Francisco Neto et al.,
2017).

2.5 - Imuno-histoquimica (IHQ)

A IHQ foi realizada utilizando o polimero HRP (kit de deteccdo de polimero
Superpicture™, HRP, ThermoFisher Scientific). Resumidamente, amostras de
tecidos cortados em laminas de vidro silanizadas com 3um de espessura foram
submetidos a recuperacdo antigénica em tampao citrato (pH 6,0) a 95°C por 15
minutos. A peroxidase enddgena foi bloqueada pela incubacdo das laminas por 10
minutos em peroxido de hidrogénio a 3%, processo repetido duas vezes. O anticorpo
(Ac) policlonal primério foi utilizado na diluicdo de 1: 1000, com IgG de coelho contra
E. cuniculi (Cod. 18-4001-100, MEDICAGO, UPPSALA, SUECIA) durante 18 horas a
4°C. O anticorpo secundario anti-coelho foi aplicado por 30 minutos (ImMmPRESS™
Universal Reagent Anti-Mouse/Rabbit IgG, Vector Laboratories, N. MP-7500) ligado
ao complexo HRP, e foi visualizado pela reagcdo com 3', 3' - diaminobenzidina (DAB)
como cromogeno. A hematoxilina de Mayer foi usada para contrastar os nucleos das
células.

Todas as coloragBGes foram realizadas em paralelo com amostras de tecidos
controle positivo e negativo do anticorpo primario e secundario. Conforme descrito
no item 2.2, o controle positivo da IHQ para E. cuniculi foi um (1) camundongo
infectado com E. cuniculi e imunossuprimido com CY na dose de 250mg/kg pela via
IP. Controle negativo do anticorpo primario foi incluido nos cortes histolégico dos
animais sem infeccdo e sem imunossupressdo; Controle negativo do anticorpo
secundéario foram aqueles em que o anticorpo primario foi substituido por solugcéo de
PBS 1x.

2.6 - Histomorfometria

Todos os tecidos submetidos as metodologias descritas nos subtépicos 2.4 e
2.5 foram examinados em microscopia de luz. Em seguida, foram realizadas dez
fotomicrografias de cada secdo microscépio usando a objetiva de 40x mm?. A média
da area de esporos marcados em marrom, medida em pixels foi contada em sistema
automatizado, pelo software Metamorph® (Molecular Devices, Estados Unidos) que
foi calibrado com filtros de cores digitais que regulavam areas vermelhas, verdes e

azuis. Apos o filtro ser estabelecido, o0 mesmo foi aplicado em todas os métodos de
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coloracdes histoquimicas e na IHQ, de tal forma que apenas células positivas eram
incluidas e a coloracdo de fundo era excluida da medicdo. Posteriormente, foi
quantificada a area de granuloma encontrada nas lesbes histologicas de cada
metodologia aplicada no subtopico 2.4 para analisar a extensdo das lesbes

encontradas (Amaral et al., 2016).

2.7 - Andlises estatisticas

Os dados foram analisados pela variancia (ANOVA) de uma via, com o teste
de comparacdes multiplas de Tukey-Kramer. Em todos os casos, os valores p<0.05
foram considerados significativos. As analises estatisticas foram processadas no
software Graph Pad Prism 5 e 7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

2.8 - Aspectos éticos

Todos os experimentos foram aprovados pelas Comissdes de Etica no Uso
Animais (CEUA) da UNESP de Aracatuba (FOA-201400578) e UNIP (043 /18). Este
estudo foi desenvolvido considerando 0s aspectos éticos pertinentes a pesquisas
envolvendo animais conforme o acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, que estabelece
normas para a pratica que envolve a producdo, manutencao ou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subiflo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Os experimentos foram realizados

no Biotério de roedores da UNIP-SP.
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3. RESULTADOS

3.1- Figado

3.1.1 - Hematoxilina-Eosina (HE)

No figado foi observada hepatite granulomatosa multifocal em todos os
grupos infectados (Figura 1). Além disso, no figado de todos animais dos grupos
imunossuprimidos, foi observada rarefacdo difusa no citoplasma dos hepatécitos
(dados néo ilustrados).

A coloracdo HE marcou os esporos de E. cuniculi em tonalidade basofilica
(roxo/purpura). Além disso, também foram observados aglomerados ou “clusters” de
esporos (Figura 1 A e B). Adicionalmente, nas areas adjacentes ao processo
inflamatoério do grupo 1, também foi observada degeneracdo e morte celular,
provavelmente por necrose. A quantidade de células inflamatérias
(predominantemente macréfagos) presentes nas lesdes hepaticas variou conforme a
dose de imunossupresséao, ver resultados 3.3 e 3.4).

Entretanto, a coloracdo HE também marcou outras estruturas com cor e
tonalidade similares aos esporos de E. cuniculi, impossibilitando a quantificacdo e
histomorfometria exclusivamente dos esporos. A HE foi Util para quantificar as areas

de granulomas nas lesGes encontradas.

3.1.2 - Gram-Chromothope

A coloracdo Gram-Chromothope foi empregada nos cortes histolégicos,
permitindo identificar esporos multifocais de E. cuniculi, que se apresentavam na
tonalidade résea ou fucsia, contrastando com o fundo réseo. Entretanto, a coloracéo
Gram-Chromothope também marcou outras estruturas com cor e tonalidade como
hemécias e células adjacentes, impossibilitando a quantificacdo e histomorfometria

exclusivamente dos esporos (Figura 2 C e D).

3.1.3 - Fluorescéncia calcofltor
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Ao utilizar a coloracdo fluorescéncia calcoflior nos cortes histolégicos,
observou-se marcacdo dos esporos de E. cuniculi na cor azul fluorescente em
pequena quantidade, com distribuicdo multifocal. Além disso, foi observada afinidade
do corante com outras estruturas que ndo sdo compativeis com a morfologia dos
esporos, provocando importante fluorescéncia inespecifica (Figura 1 D e F), o que

impossibilitou a quantificacdo e histomorfometria exclusivamente dos esporos.

3.1.4 - Imuno-histoquimica

Com a aplicacdo da IHQ em cortes histologicos de figado, foi possivel observar
os esporos de E. cuniculi na cor marrom (Figura 2 G e H). No figado dos animais do
grupo 1, 2 e 3 foi possivel observar associacdo das lesfes histopatoldgicas (hepatite
granulomatosa multifocal) com os esporos de E. cuniculi (Figura 4 A-D). Além disso,
no figado dos animais do grupo 2, foram observados esporos de E. cuniculi em
pequena quantidade (Figura 4 C). Ainda, no figado dos animais do grupo 3, foram

observados esporos esparsos de E. cuniculi (Figura 4 D).

3.2 - Pulmdes
3.2.1 - Hematoxilina-Eosina (HE)

Nos pulmdes, foi observada pneumonia granulomatosa e intersticial multifocal
apenas nos grupos infectados e imunossuprimidos com CY, caracterizada por
infiltrado de células compativeis com macréfagos (Figura 1 D, E, F e Figura 3).
Adicionalmente, nas areas adjacentes ao processo inflamatério do grupo 1, também
foi observada degeneracéo e morte celular, provavelmente por necrose.

Os esporos (roxo/purpura) de E. cuniculi foram observados nos pulmdes na
tonalidade basofilica.

Nos pulmdes do animal grupo controle positivo, também foi observada
bronquiolite multifocal associada a esporos basofilicos no citoplasma das células
epiteliais dos bronquiolos, bem como no espaco extracelular adjacente (Figura 6 A,
B). Entretanto, a coloragdo HE também marcou outras estruturas com cor e
tonalidade similares aos esporos E. cuniculi (Figura 1D, E e F), impossibilitando a
quantificacdo e histomorfometria exclusivamente dos esporos, mas foi possivel

quantificar a area de granulomas das lesdes encontradas.

3.2.2 - Gram-Chromothope
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A coloracdo Gram-Chromothope foi empregada nos cortes histologicos,
permitindo identificar esporos multifocais de E. cuniculi, que se apresentavam na
tonalidade résea ou flcsia, contrastando com o fundo roseo, ligeiramente
esbranquicado, no figado e nos pulmfes dos grupos 1 e 2, bem como no animal
controle positivo. Entretanto, a coloracdo Gram-Chromothope também marcou
outras estruturas com cor e tonalidade similares aos esporos E. cuniculi como
hemécias (Figura 3 C e D), impossibilitando a quantificacdo e histomorfometria

exclusivamente dos esporos.

3.2.3 - Fluorescéncia calcofltor

Ao utilizar a coloragédo fluorescéncia calcoflior nos cortes histolégicos,
observou-se marcacdo dos esporos de E. cuniculi na cor azul fluorescente em
pequena quantidade, com distribuicdo multifocal, tanto no figado como nos pulmdes,
dos animais dos grupos 1 e 2. Além disso, foi observada afinidade do corante com
outras estruturas que nao sdo compativeis com a morfologia dos esporos,
provocando importante fluorescéncia inespecifica (Figura 3 E e F), o que

impossibilitou a quantificacdo e histomorfometria exclusivamente dos esporos.

3.2.4 - Imuno-histoquimica

Nos pulmdes do animal controle positivo (Figura 3 G e H) e dos grupos 1 e 2,
foram observados esporos E. cuniculi, possivelmente dentro de pneumdcitos,
macrofagos e também nas células epiteliais dos bronquiolos. Também foi observada
a proliferacdo disseminada de esporos de E. cuniculi (Figura 5 A, B e C). No grupo
3, ndo foi observada lesdo histolégica associada a presenca dos esporos nos
pulmdes (Figura 5 D). Nos pulm@es do animal grupo controle positivo, também foi
observada bronquiolite multifocal associada a esporos basofilicos no citoplasma das
células epiteliais dos bronquiolos, bem como no espaco extracelular adjacente
(Figura 6 C e D).



19

Figura 1. Fotomicrografias representativas de HE para E. cuniculi no figado e
pulmdes de camundongos infectados experimentalmente.

Legendas: Cortes histolégicos de figado e pulmdes incluidos em parafina e corados com HE. A e B)
Figado, grupo 1, hepatite multifocal granulomatosa associada a esporos basofilicos de E. cuniculi
(cabeca de seta) C) Figado, grupo 2, hepatite multifocal granulomatosa (cabeca de seta). D e E)
Pulmdes, grupo controle positivo, pneumonia granulomatosa multifocal associada a esporos
basofilicos de E. cuniculi (cabeca de seta) F) Pulmdes, grupo 3, pneumonia granulomatosa multifocal.
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Figura 2. Fotomicrografias representativas do figado de camundongos infectados
experimentalmente com esporos de E. cuniculi.
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Legendas: Cortes histolégicos de figado incluidos em parafina A e B) Controle positivo, coloracéo
Gram-Chromothope, hepatite multifocal granulomatosa. C e D) Controle positivo, coloragdo HE,
hepatite multifocal granulomatosa. E e F) Controle positivo, coloracdo fluorescéncia calcofltor,
hepatite multifocal granulomatosa. G e H) Controle positivo, IHQ, hepatite multifocal granulomatosa.

Figura 3. Fotomicrografias representativas dos pulmdes de camundongos infectados

experimentalmente com esporos de E. cuniculi.
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Legendas: Cortes histologicos dos pulmdes incluidos em parafina A e B) Controle positivo, coloragédo
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Gram-Chromothope, pneumonia multifocal granulomatosa. C e D) Controle positivo, coloracdo HE,
pneumonia multifocal granulomatosa. E e F) Controle positivo, coloracédo fluorescéncia calcofltor,
pneumonia multifocal granulomatosa. G e H) Controle positivo, IHQ, pneumonia multifocal
granulomatosa.

Figura 4. Fotomicrografias representativas de IHQ para E. cuniculi no figado de
camundongos infectados experimentalmente.
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Legendas: Cortes histolégicos de figado incluidos em parafina e corados com IHQ para E. cuniculi. A)
Figado, grupo controle positivo, clusters de esporos de E. cuniculi na cor marrom (cabeca de seta). B)
Figado, grupo 1, hepatite granulomatosa multifocal associada a esporos de E. cuniculi na cor marrom
(cabeca de seta). C) Figado, grupo 2, hepatite granulomatosa multifocal associada a esporos de E.
cuniculi na cor marrom (cabeca de seta). D) grupo 3, foram observados esporos esparsos (cabeca de
seta). Fotomicrografia de IHQ (coloragdo com cromégeno DAB, contra-corado com Hematoxilina de

Mayer).
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Figura 5. Fotomicrografias representativas de IHQ para E. cuniculi nos pulmdes de
camundongos infectados experimentalmente.
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Legendas: Cortes histolégicos de pulmdes incluidos em parafina e corados com IHQ para E. cuniculi.
A) Pulm®es, grupo controle positivo, clusters de esporos de E. cuniculi na cor marrom (cabeca de
seta). B) Pulm@es, grupo 1, hepatite granulomatosa multifocal associada a esporos de E. cuniculi na
cor marrom (cabeca de seta). C) Pulmdes, grupo 2, pneumonia granulomatosa multifocal associada a
esporos de E. cuniculi na cor marrom (cabeca de seta). D) Pulm®es, grupo 3, auséncia de marcacao
para E. cuniculi. Fotomicrografia de IHQ (coloragcdo com cromdégeno DAB, contra-corado com
Hematoxilina de Mayer).
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Figura 6. Fotomicrografias representativas de bronquiolite por E. cuniculi nos
pulmdes de camundongo infectado experimentalmente.

Legendas: Cortes histologicos de pulmdes incluidos em parafina e corados com IHQ e HE para E.
cuniculi. A e B) HE, grupo controle positivo, clusters de esporos de E. cuniculi na cor roxo/parpura
nos bronquiolos (cabeca de seta). C e D) IHQ, grupo controle positivo, clusters de esporos de E.
cuniculi na cor marrom nos bronquiolos (cabeca de seta). Fotomicrografia de IHQ (coloracdo com
cromogeno DAB, contra-corado com Hematoxilina de Mayer) e HE.
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3.3 - Quantificacédo de esporos de E. cuniculi

Conforme descrito anteriormente, ndo é recomendado utilizar as técnicas de
colorag@es histoquimicas HE e Gram-Chromothope, fluorescéncia de calcofltor para
a histomorfometria, pois as técnicas apresentaram resultados “falso-positivos” na
marcacao de esporos de E. cuniculi e de outras estruturas.

Com a IHQ, foi possivel quantificar esporos de E. cuniculi no figado e
pulmdes e realizar a histomorfometria através do software Metamorph®. No figado
do grupo dos animais infectados e imunossuprimidos com CY na dose de 150
mg/kg, foi observada diferenca estatisticamente significativa na quantificacdo dos
pixels dos esporos de E. cuniculi (p <0,001) (Figura 7).

Nos pulmdes do grupo dos animais infectados e imunossuprimidos com CY
na dose de 150 mg/kg, foi observada diferenca estatisticamente significativa na

qguantificacdo dos pixels dos esporos E. cuniculi (p <0,001) (Figura 8).

Figura 7. Quantificacdo do total de pixels dos esporos de E. cuniculi no figado.
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Legenda: Contagem total em pixels de esporos (representados como média + desvio padrdo) no
figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou néo (-) e inoculado (+) ou néo (-)
com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido pelo teste
de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferencas significativas para comparacfes entre o grupo
com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infeccdo versus demais grupos. As barras ilustram as
diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.



26

Figura 8. Quantificacdo do total de pixels dos esporos de E. cuniculi nos pulmdes.
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Legenda: Contagem total em pixels de esporos (representados como média + desvio padrdo) no
figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou ndo (-) e inoculado (+) ou néo (-)
com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido pelo teste
de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferencas significativas para comparagcfes entre o grupo
com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infec¢do versus demais grupos. As barras ilustram as
diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.

3.4- Quantificacdo da area dos granulomas

Com a coloragcdo HE e a IHQ, foi possivel quantificar extensdo das lesbes
encontradas associadas aos esporos de E. cuniculi no figado e pulm&es através da
area de granulomas com o uso do software Metamorph® (Figuras 9-12).

Conforme ja mencionado, as coloracfes Gram-Chromothope e fluorescéncia de
calcoflior ndo foram utilizadas para a quantificacdo de granuloma, pois, nao foi
possivel definir as areas de granuloma sem a marcacao de outras estruturas, como

hemacias e outras células adjacentes.
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Figura 9. Quantificacdo da area dos granulomas no figado por HE.
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Legenda: Contagem total em pixels da area de granulomas (representados como média + desvio
padrdo) no figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou ndo (-) e inoculado (+)
ou ndo (-) com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferengas significativas para comparacdes entre
0 grupo com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infeccdo versus demais grupos. As barras
ilustram as diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.

Figura 10. Quantificacdo da area dos granulomas no figado por IHQ.
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Legenda: Contagem total em pixels da area de granulomas (representados como média + desvio
padrdo) no figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou n&o (-) e inoculado (+)
ou néo (-) com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferengas significativas para comparacgdes entre
0 grupo com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infeccdo versus demais grupos. As barras
ilustram as diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.
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Figura 11. Quantificacdo da area dos granulomas nos pulmdes por HE.
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Legenda: Contagem total em pixels da area de granulomas (representados como média + desvio
padrdo) no figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou néo (-) e inoculado (+)
ou ndo (-) com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferencgas significativas para comparacgfes entre
0 grupo com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infec¢cdo versus demais grupos. As barras
ilustram as diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.

Figura 12. Quantificacdo da area dos granulomas nos pulm&es por IHQ.
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Legenda: Contagem total em pixels da area de granulomas (representados como média + desvio
padrdo) no figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos com CY (+) ou n&o (-) e inoculado (+)
ou néo (-) com E. cuniculi. Os dados foram analisados pela metodologia ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de Tukey-Kramer. Os asteriscos mostram diferencas significativas para comparacgdes entre
0 grupo com dose de ciclofosfamida de 150mg/kg e infeccdo versus demais grupos. As barras
ilustram as diferencas estatisticas entre grupos. *** p <0,001.
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4. DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, o microsporidio E. cuniculi tem sido detectado em uma
variedade de espécies animais, incluindo o ser humano, nos quais a infec¢éo por
este parasito pode causar grave doenca (Harcourt-Brown, 2010; Kinzel et al., 2008;
Valencakova et al., 2008). Assim, a importancia atribuida as microsporidioses,
principalmente a encefalitozoonose, tem aumentado (Valencakova et al., 2008). As
infecgbes causadas pelos microsporidios s&o inicialmente assintomaticas, e 0s
sinais clinicos desenvolvem-se no curso da infeccdo (Harcourt-Brown, 2010). Além
disso, o desenvolvimento da encefalitozoonose depende de varios fatores, como a
via de infec¢do, genotipo de microsporidio e da resposta imune de cada individuo
(Kotkova et al., 2018). Em camundongos imunocompetentes, como o C57BL/6 e
BALB/c, a infeccdo por E. cuniculi permanece aparentemente assintomatica e
latente, desde que haja um equilibrio entre a multiplicacdo do patdgeno e a resposta
imune do hospedeiro. Entretanto, camundongos imunocomprometidos, como SCID
ou camundongos atimicos desenvolvem doenca aguda e potencialmente fatal (Lallo
et al., 2002; Lallo; Hirschfeld, 2012; Da Costa et al.,, 2017; Kotkova et al., 2017,
2018). No presente trabalho, foram utilizados diferentes métodos para identificar e
quantificar os esporos de E. cuniculi. De acordo com a literatura, ainda ndo foram
realizados estudos sobre a quantificacdo de esporos de E. cuniculi por IHQ em
modelos experimentais in vivo, particularmente no figado e nos pulmdes.

No presente estudo, verificamos que a coloracdo HE permitiu a visualizacéo
de clusters dos esporos, bem como identificou morfologicamente os esporos com
mais facilidade nas les6es no figado e pulmbes de camundongos infectados
experimentalmente com E. cuniculi. Estudos anteriores também relataram a
marcacao dos esporos com a HE (Joseph et al., 2006; Lallo et al., 2010; Rodriguez-
Tovar et al.,, 2016; 2017). Entretanto, a coloracdo HE também pode marcar
estruturas como leveduras, sendo necessaria a utilizacdo de outras coloracdes para
complementar a identificacdo dos esporos (Joseph et al., 2006). Os esporos foram
observados na cor roxo/ puarpura, devido o corante hematoxilina ter afinidade por
acidos nucleicos, como DNA, RNA ou a proteina quitina da porgdo externa nos
esporos (Vavra et al., 1993).
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Dentre as varias técnicas de coloracdo histoldgicas disponiveis para
marcacao de esporos de E. cuniculi, as coloracbes Gram, Tricrdmica modificada e
fluorescéncia de calcoflior, sdo as mais indicadas para identificar os esporos em
tecidos de coelhos infectados naturalmente por E. cuniculi. Entretanto, também foi
relatada marcacéo inespecifica de fundo, o que pode dificultar a visualizacdo e
diferenciacdo do patogeno em tecidos (Dider et al., 1995; Joseph et al., 2006; Lallo
et al., 2010; Rodriguez-Tovar et al., 2016; 2017). No presente estudo, as coloracdes
histoquimicas também marcaram inespecificamente estruturas ndo compativeis
morfologicamente com os esporos E. cuniculi, como hemacias e células adjacentes.

As coloracbes HE, Gram-Chromotrope e calcoflior sdo metodologias
econdmicas e recomendadas para identificar esporos de E. cuniculi, e podem
auxiliar no diagnostico da encefalitozoonose (Joseph et al., 2006). Entretanto, ndo
sdo metodologias com alta sensibilidade e especificidade para a identificacdo os
esporos, como a IHQ (Rebel-Bauder et al., 2011; Habenbacher et al., 2012; Leipig et
al., 2013).

A literatura cientifica ja demonstrou que a IHQ foi eficaz para diagnosticar
encefalites, uveites, hepatites e nefrites causadas por E. cuniculi in situ (Park et al.,
1993; Giordano et al., 2005; Gruber et al., 2009; Rebel-Bauder et al., 2011;
Habenbacher et al., 2012; Leipig et al., 2013). Entretanto, estudos que utilizaram a
IHQ para identificagéo dos esporos de E. cuniculi ndo descreveram detalhadamente
a caracterizacdo da associacdo do patégeno com o processo inflamatdrio no figado
e nos pulmdes (Park et al., 1993; Giordano et al., 2005; Gruber et al., 2009; Rebel-
Bauder et al., 2011; Habenbacher et al., 2012; Leipig et al., 2013).

Estudos sobre a infeccdo natural por E. cuniculi em coelhos demonstraram
que ocorre inflamacédo principalmente no encéfalo, figado e pulmdes, caracterizado
por infiltrado inflamatério composto por células compativeis com macréfagos, além
de linfécitos e plasmaocitos (Csokai et al., 2009b; Gruber et al., 2009; Leipig et al.,
2013). Em coelhos, o patégeno causou pneumonia intersticial linfoplasmocitaria
associada a infiltrados granulomatosos em 37% dos casos. Ja no figado, foram
observados infiltrados granulomatosos em 16% dos casos, e hepatite
linfoplasmocitaria periportal em 95% dos casos (Leipig et al.,2013). Além disso, em
coelhos, na infeccéo experimental de E. cuniculi pela via retal, foi observada hepatite
multifocal e acentuada (Fuentealba et al., 1992). Portanto, a histopatologia indica

gue ocorre a ativagao tanto da imunidade inata quanto adaptativa em resposta ao
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processo infeccioso. Os resultados de histopatologia do presente estudo indicam
gue a imunossupressao por CY contribuiu para a linfotoxicidade, que foi associada a
predominancia de macréfagos, facilitando a disseminagédo do patégeno no figado e
pulmdes no periodo experimental. De fato, a CY é citotoxica, principalmente
linfotoxicidade e hepatotdxica (Deleve et al., 1996; Paul et al., 2001; Gilbar et al.,
2012; Subramaniam et al., 2013). Ainda, os resultados do presente estudo indicam
que a disseminac¢do dos esporos de E. cuniculi é dependente da dose de CY, tanto
no figado como nos pulmdes dos camundongos infectados experimentalmente.
Estudos anteriores identificaram uma maior susceptibilidade a encefalitozoonose nos
animais infectados e tratados com ciclofosfamida (Lallo; Hirschfeld, 2012; Da Costa
et al., 2017; Francisco Neto et al., 2017).

De acordo com Lallo et al. (2002), o figado foi o érgdo mais afetado pela
infeccdo intra-peritoneal por E. cuniculi em camundongos Balb-C e
imunossuprimidos com dexametasona. As lesfes foram caracterizadas por
inflamacéo granulomatosa no figado. Adicionalmente, apés 35 dias de infeccédo intra-
peritoneal, foi observado nos pulmdes, infiltrado inflamatério multifocal. No presente
estudo, foram observadas proporcionalmente mais lesées nos pulmdes do que no
figado, e essas lesdes foram associadas a uma maior quantificacdo do patégeno
nos grupos de animais infectados e imunossuprimidos (Figura 7 e 8).

Os resultados do presente estudo ainda demonstram que no grupo apenas
infectados por E. cuniculi e sem imunossupresséo, foram observados no figado
poucos esporos aos 28-30 dias pods infeccdo. Entretanto, recentemente foi
demonstrado que a patogenicidade/viruléncia de E. cuniculi ndo esta exclusivamente
associada a carga ou quantificacdo dos esporos, sendo o genétipo de E. cuniculi
outro importante fator na determinac&o da viruléncia da encefalitozoonose (Kotkova
et al., 2018).

A hibridizacao in situ (HIS) € uma técnica que permite relacionar a presenca
de genes e seus transcritos com 0s processos patoldgicos (Valenzuela et al., 2006;
Wilkinson, 1995). Contudo, quando a HIS foi comparada a IHQ para a identificacéo
de esporos de E. cuniculi, foi observado que a camada externa de quitina dos
esporos dificulta marcacdo dos mesmos pela HIS (Habenbacher et al.,, 2012). O
sucesso da metodologia IHQ para a marcacdo dos esporos de E. cuniculi
provavelmente esta relacionado a capacidade do anticorpo primario conseguir se

ligar covalentemente as proteinas da parede dos esporos, que estdo presentes em
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todas as fases de desenvolvimento dos mesmos (Habenbacher et al., 2012; Leipig et
al., 2013). No presente estudo, foi observado que o anticorpo primario marcou
especificamente os esporos de E. cuniculi.

Estudos ainda indicam que o figado pode desempenhar um papel importante
na resposta imune contra E. cuniculi, pois, como neste tecido ocorre ativacdo em
cadeia de macrofagos, provavelmente devido ao aumento da citocina interferon
(IFN-y), a resposta do microambiente hepatico pode ser mais efetiva. Devido as
células de Kupfer serem células com capacidade de apresentacdo de antigenos, as
mesmas podem desempenhar um papel importante nos mecanismos de tolerancia
imunologica (You et al., 2008; Fisher et al., 2018). Estudos anteriores demonstraram
que E. cuniculi estimula o aumento de macréfagos e linfécitos B no combate ao
patégeno (Da Costa et al., 2017). No presente estudo, foi observado no figado dos
grupos infectados e imunossuprimidos por CY que todas as lesfes histopatoldgicas
observadas estavam associadas ao aumento de células compativeis com
macréfagos em todos os grupos infectados com E. cuniculi, sugerindo que o figado
ativou exacerbadamente a resposta imunolégica inata para combater a
disseminacdo de E. cuniculi. De fato, os resultados indicam que houve uma
correlacdo (dados ndo comparados estatisticamente) entre uma maior quantificacéo
dos esporos de E. cuniculi com maiores granulomas com a imunossupressao da
populacéo linfocitaria por CY na dose de 150mg/kg (Figuras 9-12). No contexto do
figado, tais resultados sugerem que um maior nimero de esporos induz aumento da
resposta imune inata pelos macréfagos hepaticos ou células de kupfer. De fato,
estudo anterior demonstrou o papel importante das citocinas IFN-y, IL-6 e TNFa no
figado de camundongos infectados por E. cuniculi e imunossuprimidos por CY
(Pereira, 2018).

Existem poucos estudos relatando a importancia da resposta imune inata nos
pulmdes, como os macrofagos alveolares e macréfagos intersticiais em processos
infecciosos (Hussel; Sino, 2014; Koch et al., 2017). Interessantemente, sabe-se que
macrofagos desempenham papel importante na manutencdo da homeostasia dos
pulmdes, removendo patdgenos e particulas nocivas (Lee, 2012). Neste estudo, foi
verificada pneumonia granulomatosa multifocal, bem como, presenca de esporos de
E. cuniculi associado a observagcdo de células compativeis com macrofagos. No
entanto, no grupo com a infecgdo por E. cuniculi sem imunossupressao, nao foram

observadas lesGes histopatolégicas nos pulmdes, sugerindo que resposta dos
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pulmdes a encefalitozoonose € deficitaria quando associada a imunossupressao por
CY. A CY pode ser citotbxica aos macrofagos alveolares (Venkatesan;
Chandrakasan, 1994; Li et al., 1997; Santosuosso et al., 2002).

No presente estudo, identificamos bronquiolite multifocal associada clusters
de esporos marcados por IHQ, no grupo infectado com E. cuniculi (controle positivo,
immunossuprimido com CY na dose de 250 mg/kg) (Figura 5). Na literatura
cientifica, ha dois relatos de caso descrevendo bronquiolite causada por
microsporidios em humanos, porém o0 agente etioldgico identificado foi
Encephalitozoon hellem, através da analise do lavado broncoalveolar de pacientes
com HIV-AIDS (Schwartz et al., 1993; Weber et al., 1993). Os mesmos estudos
sugerem que o0s microsporidios podem ser disseminados pela via aerdgena.
Entretanto, o presente estudo de infec¢cdo experimental por E. cuniculi pela via intra-
venosa, com imunossupressao da resposta imune adaptativa por CY, juntamente
com os relatos da literatura de pacientes co-infectados pelo virus HIV e E. hellem,
com imunossupressao da resposta imune adaptativa (Schwartz et al., 1993; Weber
et al.,, 1993), indicam que os microsporidios causam bronquiolite, além de
pneumonia. Portanto, considerando os resultados da infeccdo experimental do
presente estudo, os microsporidios podem se disseminar para os bronquiolos em
processos de infeccdo sistémica pela via hematdgena, ndo aerégena, nao
corroborando com as hipoteses da literatura da transmissédo aerdgena da literatura
(Schwartz et al., 1993; Weber et al., 1993).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo indicam que a IHQ é um método altamente
sensivel e especifico para o diagndstico etiolégico de E. cuniculi, e para a
quantificacdo de E. cuniculi em amostras de tecidos com suspeita de
encefalitozoonose.

Além disso, devido a menor sensibilidade e especificidade, sugerimos que as
metodologias histoquimicas HE, Gram-Chromotrope e fluorescéncia calcoflior sejam
utilizadas como metodologias complementares ou de triagem para o diagndstico
etiologico da encefalitozoonose em amostras de tecidos com suspeita de

encefalitozoonose.
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