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Resumo

Malassezia (M.) sp. € um género amplo de fungos que faz parte da microbiota da pele em
muitos animais, incluindo o homem. Estudos tém demonstrado que Malassezia sdo
capazes de modular a producdo de citocinas pro e anti-inflamatdria por queratindcitos e
monocitos humanos. Encephalitozoon (E.) cuniculi, sdo fungos intracelulares
obrigatdrios que determinam doencas emergentes em humanos e outros animais, com
relevancia econémica. Frente a essa capacidade imunomoduladora, foi objetivo deste
estudo avaliar a atividade do extrato de M. pachydermatis na resposta de macrofagos
frente a infeccdo pelo E. cuniculi. Para tanto, uma suspensdo de M. pachydermatis foi
submetida a fervura por 30 minutos, filtrada e utilizada como extrato para estimular
macrdfagos da linhagem Raw 264.7. Posteriormente, os macrofagos foram infectados
com esporos de E. cuniculi (2:1) e avaliados aos 15, 30, 60 minutos e 48 horas. Foi dosado
nas culturas de macréfagos a quantidade de peroxido de hidrogénio. O sobrenadante foi
submetido a analise de déxido nitrico. Com a coloracdo de Calcofluor foi realizada a
contagem de esporos de E. cuniculi fagocitados e determinados o indice fagocitico (IF) e
capacidade fagocitica (CF). Foi avaliada a atividade microbicida e fagocitica pela
microscopia eletronica de transmissdo (MET). Os macrofagos ndo tratados tiveram CF,
IF e quantidades de esporos fagocitados maiores que os tratados, porém pela MET
observou-se que nos macrofagos tratados a atividade microbicida foi mais rapida, ja que
nos vacuolos fagociticos havia poucos esporos em diferentes graus de degeneracdo e
pouca quantidade de material amorfo. Os macro6fagos tratados tiveram maior producgéo
de peréxido de hidrogénio e apresentaram aumento na secrecdo das citocinas,
excetuando-se 0 TNF-a que teve diminuigdo em 15 minutos. Em conjunto, esses
resultados demonstraram que o tratamento com o extrato de M. pachydermatis foi capaz
de aumentar a atividade microbicida e fagocitica de macrofagos infectados com E.

cuniculi.

Palavras-Chave: Encephalitozoon cuniculi, extrato de Malassezia, macrofagos,

fagocitose, citocinas.



Abstract

Malassezia (M.) sp. is a broad genus of fungi that is part of the skin's microbiota in many
animals, including man. Studies have shown that Malassezia are able to modulate the
production of pro and anti-inflammatory cytokines by Kkeratinocytes and human
monocytes. Encephalitozoon (E.) cuniculi, are obligate intracellular fungi that determine
emerging diseases in humans and other animals, with economic relevance. Faced with
this immunomodulatory capacity, the objective of this study was to evaluate the activity
of M. pachydermatis extract in the response of macrophages to infection by E. cuniculi.
To this end, a suspension of M. pachydermatis was boiled for 30 minutes, filtered and
used as an extract to stimulate macrophage of the Raw 264.7 lineage. Subsequently,
macrophages were infected with spores of E. cuniculi (2: 1) and evaluated at 15, 30, 60
minutes and 48 hours. The amount of hydrogen peroxide was measured in macrophages
cultures. The supernatant was subjected to nitric oxide analysis. Calcofluor was stained
with phagocytic E. cuniculi spores and the phagocytic index (IF) and phagocytic capacity
(CF) were determined. Microbicidal and phagocytic activity was evaluated by
transmission electron microscopy (MET). The untreated macrophages had CF, IF, and
larger amounts of phagocytosed spores than those treated, but by MET it was observed
that in macrophages treated the microbicidal activity was faster, since in the phagocytic
vacuoles there were few spores in different degrees of degeneration and few amount of
amorphous material. The treated macrophages had higher production of hydrogen
peroxide and increased cytokine secretion, with the exception of TNF-a, which decreased
in 15 minutes. Taken together, these results demonstrated that treatment with the extract
of M. pachydermatis was able to increase the microbicidal and phagocytic activity of

macrophages infected with E. cuniculi.

Keywords: Encephalitozoon cuniculi, Malassezia extract, macrophages, phagocytosis,
cytokines.



Introducéo

Os microsporidios compdem um grupo amplo de fungos pertencentes ao Filo
Microsporidia [1]. Esses seres unicelulares possuem desenvolvimento intracelular
obrigatdrio. Existem atualmente mais de 1200 espécies classificadas e distribuidas em
mais de 140 géneros [2,3], sendo descritos em hospedeiros invertebrados e vertebrados

[4].

Segundo Stentiford et al. [5], os microsporidios sdo considerados agentes
infecciosos de doenca emergente que acometem hospedeiros dos principais biomas do
mundo, desde terrestres a aquaticos, atingindo assim setores de producédo de alimentos,
dos quais sdo consumidos também por seres humanos. O hospedeiro apds contrair a
doenca, que na maioria das vezes se origina no epitélio intestinal ou respiratério, pode se
disseminar para outras partes do corpo, E. cuniculi demonstrou causar ceratoconjutivite,
sendo também capaz de infectar outros 6rgdos. Essa disseminacdo pode ocorrer devido a
capacidade do patdégeno de infectar macrdéfagos [6]. Macrofagos infectados por
microsporidios, muitas vezes, ao invés de eliminar o patégeno, podem se tornar “cavalos
de troia”, no qual servem de reservatorios, transportando os esporos e disseminando a
doenca [7]. Porém, ha poucos estudos que determinam as fontes de infeccdo e os modos

de transmiss&o e tratamento [8].

A imunidade inata é a primeira resposta contra patégenos, agindo imediatamente
apos primeiro contato com o agente invasor, garantindo a sobrevivéncia do hospedeiro
até que o sistema imune adaptativo seja acionado. As células fagociticas (neutrofilos,

macrofagos) fazem parte desse mecanismo de defesa do organismo.

A fagocitose é uma forma especifica de endocitose, na qual grandes particulas séo
ingeridas por meio de vastas vesiculas endociticas, que formam os fagossomos [9]. Esse
€ um mecanismo evolutivo de sobrevivéncia de muitos organismos unicelulares, que
proporciona um meio de capturar nutrientes do ambiente. Com o decorrer de milhares de
anos foi se tornando mais sofisticado, assumindo fun¢es mais especializadas como nos
macrofagos, chamados de fagdcitos profissionais, que por meio da fagocitose, possuem a

capacidade de detectar e responder aos nutrientes adquiridos no engolfamento [10].

Os macrofagos sdo um elo intrinseco entre a imunidade inata e a adquirida e fazem

parte da resposta inicial contra os agentes patogénicos. Possuem moléculas presentes em



sua superficie que reconhecem invasores através de muitos receptores, como 0s
Receptores de reconhecimento de padrdo (PRR) e receptores para citocinas
(principalmente IFN-y), que atuam em conjunto para ativar os fagocitos a eliminar o
patdgeno ingerido. A partir da fusdo dos vactolos fagociticos (fagossomos) com 0s
lisossomos, se formam os fagolisossomos, que sdo compostos de substancias oxidantes e
microbicidas: as espécies reativas de oxigénio (ROS), principalmente espécie reativa do
nitrogénio, o oOxido nitrico (NO) por meio da enzima Oxido nitrico sintase induzida
(iNOS), peroxido de hidrogénio entre outras ROS — citocinas e quimiocinas. Essa resposta
se da a partir de INF-y secretado por células T ativadas para eliminar patdégenos
intracelulares fagocitados e iniciar a queima respiratoria (processo do qual ROS séao
produzidas) [11,12].

Em vista que ndo h& tratamento eficaz contra as microsporidioses, surge a
necessidade de investigar novos meios de combate as infec¢bes. Estudos demonstraram
que a camada rica em lipidios reveste as leveduras de Malassezia sp, modulam a producéo
de citocinas evitando a inducéo de uma resposta inflamatoria inespecifica no hospedeiro,
permitindo assim, o relacionamento comensal com a pele do mesmo [13]. Tais estudos
também mostraram a capacidade que Malassezia tem de estimular a atividade de células

fagociticas contra infeccdes e células tumorais em animais [14,15].

O género Malassezia inclui leveduras lipofilicas e zoofilicas, que fazem parte da
microbiota da pele de varios animais, incluindo o homem. Atualmente, 17 espécies
compdem o género. Diferente das outras espécies do género, leveduras de Malassezia
pachydermatis (M. pachydermatis) ndo sdo lipodependentes [16,17]. M. pachydermatis
sdo leveduras zoofilicas, isoladas frequentemente da microbiota do meato acustico
externo de cées e gatos. Mas a partir dos anos 80, ganhou destaque na medicina humana,
por ser diagnosticada em dermatites seborreicas e foliculites em pacientes
imunodeprimidos [18]. Essas doencas estdo associadas com a composi¢ao lipidica da pele
e alteracdes no sistema imune do hospedeiro [19]. Ha relacdo entre o aumento da
producdo de cera presente no canal auditivo externo e otites externas/ dermatites causadas
por M. pachydermatis. Essas leveduras podem passar de comensais da pele a patogénicas
[20] e quando isoladas da pele humana reduzem a producéo de citocinas pro-inflamatérias
de sangue periférico humano. A modulagdo da produgdo de citocinas esta relacionada

com a composicao lipidica presente na parede celular das leveduras [21].



Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a modulacdo da resposta de

macrdfagos tratados com extrato de M. pachydermatis frente a infeccdo por E. cuniculi.

Métodos
Extrato de M. pachydermatis

Para a realizacdo deste trabalho, utilizou-se leveduras de Malassezia
pachydermatis obtidas de cepa padrdo CBS-1696, isoladas de cdo. Estas foram repicadas
em meio Sabouraud, incubadas a 32°C por periodo de 5 a 7 dias, no Laboratorio de
Biologia Molecular da Universidade Paulista. Uma suspensao contendo 5 malassezias
para cada macrofago (5:1) diluida em PBS, foi morta por calor, 30 minutos a 120°C, e
posteriormente filtrada com filtro de 0,20 um para remocéo de quaisquer detritos. Desse

modo, obtivemos um extrato do fungo para a realizagdo dos experimentos.
Esporos de E. cuniculi

Os esporos de E. cuniculi, gendtipo I, obtidos do Waterborne® Inc., foram
cultivados em células de rim de coelho (RK 13 — Rabbit Kidney) no Laboratério de
Culturas Celulares da Universidade Paulista. Para o desenvolvimento do patégeno, as
células RK foram mantidas em meio de cultura Eagle (DMEN) suplementado com soro
fetal bovino (SFB) 10 % e antibidtico gentamicina (20 mg/mL) em frascos com
capacidade de 75 cm®. As culturas foram infectadas com 1 x 107 esporos de E. cuniculi e
incubadas com 5 % de CO> a temperatura de 37°C. Em intervalos de 7 dias, 0 meio de
cultura foi removido e substituido por novo. Para obtencdo dos esporos, foi realizada
centrifugacdo por 20 minutos a 1500 x g e armazenados a 4°C. A contagem dos esporos

de E. cuniculi foi realizada em camara de Neubauer [22].
Culturas de macrofagos RAW

Macroéfagos da linhagem RAW 264.7 foram cultivados em RPMI suplementado
com 10% SFB - (R10) - e conservados a 37°C em 5% de CO». A manutencao das culturas
para obtencdo dos macrofagos foi feita com trocas periddicas do meio R10, respeitando

a necessidade da cultura.

Delineamento experimental



Os macrofagos foram soltos da placa de cultura com o auxilio de cell scraper e
centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas, para entdo serem distribuidas em placas de 24 pocos. A viabilidade foi
testada com Azul de Tripan. A concentracio macrofagos/pogo foi de 3x10° células em
300 pL de R10. Incubou-se as placas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de

CO2 overnight.

O meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas com PBS para a remogao
de células ndo aderidas. Posteriormente, foram acrescidos meio R10 com extrato de M.
pachydermatis respeitando o volume que correspondia a concentracdo inicial de 5
malassezias por macrofago e nos demais somente foi colocado R10, sendo mantidos
incubados por 1 hora. Ap6s a incubacdo, o meio de cultura foi retirado e 0s pogos
novamente lavados com PBS. Em seguida, meio de cultura R10 com esporos de E.
cuniculi, na concentracdo de 2:1 (2 esporos para cada macréfago), foi acrescido nas
culturas, que foram incubadas por 15, 30, 60 minutos e 48 horas. Os experimentos foram

feitos em triplicatas.

Apbs os periodos estabelecidos, o H202 foi mensurado nas culturas e 0s
sobrenadantes foram coletados e armazenados a -80°C para analise da produgéo de 6xido
nitrico, e citocinas, descritos a seguir. As laminulas foram lavadas com PBS duas vezes
para remocdo de detritos e coradas com corante fluorescente Calcofllor, para
identificacdo e contagem dos microsporidios em microscopio de fluorescéncia e posterior

andlise fagocitica (Capacidade fagocitica — CF e indice fagocitico — IF).

Para determinar a CF, consideramos a quantidade de macréfagos fagocitando no
total de 100 células e para o IF consideramos o nimero total de esporos de E. cuniculi

fagocitados e dividimos pela quantidade de macrofagos fagocitando.
Mensuragéo de nitritos e nitratos

A producdo de dxido nitrico foi dosada a partir da quantidade de nitritos e nitratos
presentes no sobrenadante das culturas celulares pelo método colorimétrico baseado na
reacdo de Griess. Em uma placa de 96 pogos acrescentou-se 100 pL de reagente de Griess
(0,2% N-1 naftiletilenediamina, 2% sulfanilamida em 5% de acido acético) e mesmo
volume de sobrenadante proveniente das culturas. Posterior a incubacdo por 10 minutos

em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia foi estabelecida em



espectofotdmetro com filtro de ~540 nm. As concentracdes de NO foram calculadas a
partir de curva padrdo utilizando nitrito de sédio (0,078-100uM) e os resultados foram

expressos em pmols de nitrito para 3 x 10° macréfagos.
Dosagem de citocinas

Para a dosagem de citocinas foi utilizado o Mouse Thl, Th2, Th17 CBA Kit,
sendo observadas as instrugcdes do fabricante. Brevemente, utilizou-se 50 puL de um
composto de beads contendo os anticorpos de captura, 50 uL de anticorpos de detecgédo
conjugado ao fluorécromo PE (Phycoerythrin) adjunto de 50 uL do sobrenadante das
culturas. Incubou-se as amostras por periodo de 2 horas, no escuro e a temperatura
ambiente. Apds lavagem, as populagdes de beads foram visualizadas com suas
respectivas intensidades de fluorescéncia no citdmetro Accuri (BD Bioescience). Um
total de 2100 eventos foi adquirido (correspondendo a 300 beads por amostra). A analise
dos dados foi realizada utilizando o software de anélise para CBA (FCAP array software

versdo 3.0 — BD Bioscience).
Mensuracao de peroxido de hidrogénio

A producdo de perdxido de hidrogénio foi quantificada pelo método colorimétrico
baseado na oxidacdo do vermelho de fenol, dependente de peroxidase. As culturas de
macrofagos tratados ou ndo com extrato de M. pachydermatis e infectados por E. Cuniculi
em placa de 96 pocos, previamente incubadas por 24 horas a 37°C em estufa de CO2,
foram lavadas e acrescentado tampdo contendo vermelho de fenol e peroxidase. Posterior
a incubacdo por 60 minutos, a absorbancia foi estabelecida em espectofotdmetro com
filtro de ~620 nm. As concentra¢des de H202 foram calculadas a partir de curva padrédo

(0,5 -8nmol) e os resultados foram expressos em nmols de H202.
Microscopia eletrénica de transmissdo (MET)

Para a MET, as culturas de macrofagos foram desenvolvidas em garrafas de 25
cm? sendo realizadas culturas infectadas néo tratadas, uma garrafa para cada tempo — 15,
30, 60 minutos e 48 horas — e uma garrafa nos mesmos periodos com o tratamento prévio
por 1 hora com extrato de M. pachydermatis. Os procedimentos de infecgéo e tratamento
foram seguidos de acordo com o protocolo acima mencionado. Todos 0s grupos testados
em placa foram contemplados com 1 garrafa de cultura para MET. O pellet foi fixado em

glutaraldeido a 2% em tampdo cacodilato 0,2 M (pH 7,2) a 4°C durante 10 h, pos-fixados
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em OsO4 a 1% tamponado durante 2h a 4°C. As culturas foram desidratadas em uma série
crescente de etanol e embebidas em Oxido de propileno. Foram realizados cortes
semifinos, corados com Azul de Toluidina e fotografados em microscépio de luz. Os
cortes ultrafinos foram duplamente corados com acetato de uranila aquoso e citrato de
chumbo e, em seguida, observado sob um microscépio eletrénico de transmissdo LEO EM
906E.

Analise estatistica

Foi realizada Anélise de Variancia (ANOVA) de uma via, com pds-teste de
Bonferroni. Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de p<0,05. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no programa “GraphPad Prism” versdo 5.0 para

Windows ® (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA).

Resultados

Com o propésito de verificar a atividade fagocitica dos macrofagos frente a
infecgdo experimental por E. cuniculi e a respectiva eficacia do tratamento com extrato
de M. pachydermatis, inicialmente foi realizada a contagem dos esporos fagocitados ou
ndo sob o microscopio de fluorescéncia, para se obter a analise da capacidade fagocitica
e indice fagocitico nos tempos 15, 30, 60 minutos e 48 horas apds o tratamento. Os
macréfagos nédo tratados tiveram CF, IF e quantidades de esporos fagocitados maiores
que os tratados (Fig. 1).
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Figura 1. Analise da fagocitose. A) Indices fagociticos de macrofagos tratados ou n&o com
extrato de Malassezia pachydermatis e infectados com Encephalitozoon cuniculi aos 15, 30, 60
minutos e 48 horas. B) Capacidade fagocitica de macréfagos tratados ou ndo com extrato de
M.pachydermatis e infectados com E. cuniculi aos 15, 30, 60 minutos e 48 horas. C) Nimero de
esporos de E. cuniculi fagocitados por macréfagos tratados ou ndo com extrato de M.
pachydermatis aos 15, 30, 60 minutos e 48 horas. D) Numero de esporos de E. cuniculi ndo
fagocitados por macrofagos tratados ou ndo com extrato de M. pachydermatis aos 15, 30, 60

minutos e 48 horas. A andlise de variancia de uma via ANOVA com pos teste Bonferroni <0,05*

Houve reducdo na producdo de Oxido nitrico (NO) nas culturas tratadas e
infectadas com E. cuniculi com 15 minutos. Esta mesma reducéo foi vista com 30 minutos
nas células tratadas e infectadas ou ndo com E. cuniculi, evidenciando que tanto a
presenca do agente quanto a do extrato modulou negativamente a producdo de NO (Fig.
2).

Aos 30 minutos houve um aumento significativo na produgdo de H>O2 com

aproximadamente 1.7 mM, sugerindo a atividade deste metabdlito do oxigénio como
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parte do mecanismo de toxicidade do macrdéfago contra o patdégeno (Fig. 3). Esse dado
coincidiu com o inicio do aumento do IF, refor¢cando que 30 minutos apds o desafio com

E. cuniculi, os macréfagos tratados atingiram maior atividade microbicida e fagocitica.
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Figura 2. Producdo de Oxido nitrico em macréfagos tratados ou ndo com extrato de M.
pachydermatis e infectados ou ndo com E. cuniculi em 15, 30, 60 minutos e 48 horas apés a
infeccdo. A andlise de variancia de uma via ANOVA com pds teste Bonferroni revelou p <
0,05*, p. < 0,005**, p. < 0,0005**
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Figura 3 - Producéo de peroxido de hidrogénio nas culturas de macrofagos tratados ou ndo com

extrato de M. pachydermatis e infectados ou ndo com E. cuniculi aos 15, 30, 60 minutos e 48
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horas apds a infeccdo. A andlise de variancia de uma via ANOVA com pos teste Bonferroni

mostrou <0,05* .

Nos macrdfagos ndo tratados observou-se que em 15 e 30 minutos de infeccéo
havia pequena quantidade de esporos fagocitados, revelando baixa atividade fagocitica
nestes periodos (Figs. 4 A, B). Porém aos 60 minutos, no interior dos vacuolos fagociticos
havia grande quantidade de esporos em diferentes graus de degeneracao e alguns integros,
assim como muito material amorfo (Fig. 5), indicativo de atividade fagocitica intensa. A
exocitose deste material também estava presente e também se notou macrofagos
degenerados. Com 48 horas os achados foram semelhantes aqueles encontrados com 60
minutos, porém no interior dos macréfagos havia poucos esporos integros e muito
material amorfo dentro de vaclolos fagossémicos (Fig. 6), indicando maior atividade
microbicida dos macrofagos. Ndo foram visualizados estagios de multiplicacdo de E.

cuniculi no interior de macrofagos.
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Figura 4. Eletromicrografias de macrdfagos tratados ou ndo com extrato de M. pachydermatis e

infectados com E. cuniculi apés 15 minutos do desafio, n= nucleo. A) Em macr6fagos néo
tratados sem esporos ou vacuolos fagociticos intracelulares. B) Esporo dentro da célula com sua
estrutura preservada em macrofago ndo tratado. C) Nos macréfagos tratados ha presenca de
muitos vaclolos fagossomais, indicativo de fagocitose (seta). D) Projecfes de membrana
citoplasmatica de macréfagos tratados em direcdo ao esporo extracelular (seta).
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Figura 5. Eletromicrografias de macrofagos nao tratados com extrato de M. pachydermatis e

infectados com E. cuniculi apds 60 minutos do desafio apresentando esporos integros e outros em
fases de degeneracdo. A) Vacuolo fagocitico com esporo integro e material amorfo. B) Vacuolo
fagocitico com material amorfo (seta). C) Esporo integro com presenca de tbulo polar no interior
de macrdéfago. D) Projecédo de pseuddpodes em direcdo ao esporo localizado fora da célula (seta).
E) Esporos no espaco extracelular livres e envolvidos por projecdo da membrana do macréfago.
F) Esporos extracelulares.
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Figura 6. Eletromicrografias de macrofagos ndo tratados com extrato de M. pachydermatis e

infectados com E. cuniculi ap6s 48 horas do desafio. A, B) Macrdfagos com esporos integro e
em diferentes fases de degeneracdo em seu interior. Presenca também de esporos eletrodensos.
C) Vacuolo fagocitico com material amorfo. D) Proje¢do da membrana do macréfago junto a
esporo. E) Esporo integro com presenca de tubulo polar no interior de macrofago (seta).

Em macroéfagos tratados com extrato de M. pachydermatis apds 15, 30 e 60
minutos de infeccdo foi observado poucos esporos fagocitados (Figs. 4, 7). No interior
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dos vacuolos fagociticos havia poucos esporos em degeneracdo e pouca quantidade de
material amorfo (Fig. 7). Poucos esporos integros foram visualizados fora de macrofagos
e ndo foram vistos esporos integros dentro dos mesmos. Com 48 horas os achados
descritos com 60 minutos estavam presentes de forma mais generalizada, assim a
presenca de vacuolos fagociticos com esporos em fases de degeneracdo ou material
amorfo foi mais escassa, indicando que a atividade microbicida foi acelerada pela
atividade moduladora do extrato de M. pachydermatis. Também ndo foram visualizados

estagios de multiplicacdo de E. cuniculi no interior de macrofagos (Figuras 4,5,6,7).

Figura 7. Macréfagos tratados com M. pachydermatis e infectados com E. cuniculi apds 60
minutos do desafio. A) Fotomicrografia mostrando esporos fagocitados (seta) (Azul de
Toluidina). B) Eletromicrografia de macrofagos tratados sem estruturas parasitarias no seu
interior apenas um vacuolo fagocitico. C) Macrofagos com esporo liticos em seu interior. D)

Projecdo da membrana do macrofago junto a esporo extracelular.
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Figura 8. Macrofagos tratados com M. pachydermatis e infectados com E. cuniculi ap6s 48 horas
do desafio. A) Fotomicrografia mostrando esporos fagocitados (seta) (Azul de Toluidina). B)
Eletromicrografia de macréfagos tratados sem estruturas parasitarias no seu interior apenas um
vacuolo fagocitico (seta). C, D) Macrdfagos com esporo em lise em seu interior de vactolo

fagocitico (setas).

Mensurou-se a produgéo de citocinas com 15, 30, 60 minutos e 48 horas ap0s o
desafio com E. cuniculi nos macréfagos que receberam ou ndo o extrato de M.
pachydermatis (Figs. 9, 10). Aos 15, 30 e 60 minutos, ndo foram observadas diferencas
na produgdo das citocinas avaliadas. J& em 48 horas, observamos nos macréfagos
infectados com E. cuniculi diminui¢do na secrecdo de todas as citocinas avaliadas, com
evidéncia estatistica para 1L-10, IL-17A, IL-6 e IL-4 (Figs. 9, 10). Nos macré6fagos
tratados com extrato de M. pachydermatis notou-se aumento na secrecdo das citocinas,
excetuando-se 0 TNF-a que teve a secre¢ao diminuida nos macrofagos que foram tratados
com extrato ou infectados pelo E. cuniculi (Fig. 9). Esses dados sugerem que o tratamento
com extrato de M. pachydermatis € capaz de modular a producdo de citocinas pelos
macrofagos, mas nao foi suficiente para evitar a diminuicdo de secrecdo dessas apos a
infeccéo pelo E. cuniculi.
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Figura 9. Niveis de citocinas IL-10, IL-17A , TNF-a e IL-2 detectados no sobrenadante nas

culturas de macroéfagos tratados ou ndo com extrato de M. pachydermatis (tratados) e infectados

(+) ou ndo (-) com E. cuniculi aos 15, 30, 60 minutos e 48 horas ap6s o desafio. Analise de

variancia de uma via ANOVA com pos teste Bonferroni <0,05* .
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Figura 10. Niveis de citocinas IFN-y, IL-6 e 1L-4 detectados no sobrenadante nas culturas de
macrofagos tratados ou ndo com extrato de M. pachydermatis (tratados) e infectados (+) ou ndo
(-) com E. cuniculi aos 15, 30, 60 minutos e 48 horas ap6s o desafio. Analise de variancia de uma

via ANOVA com p0s teste Bonferroni <0,05* .

Discussao

A fagocitose € um mecanismo eficiente na degradacdo de microrganismos e reduz
significativamente o0 nimero destes no hospedeiro, embora esta via possa ser uma rota de
fuga para sobrevivéncia e replicagdo de E. cuniculi. Embora diversos estudos demonstrem
a aplicacdo de variadas linhagens de células hospedeiras para microsporidios, muitas
delas favorecendo a sua replicacdo, ainda ha poucas descrigdes do papel exercido pelos

macrofagos nas microsporidioses [23].
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Nesse estudo, analisamos a capacidade fagocitica e o indice fagocitico de
macrdfagos ap0s o tratamento ou ndo com o extrato de M. pachydermatis, nossos dados
indicam que apos o tratamento houve uma reducéo significativa tanto no IF quanto na CF
em 60 minutos e 48 horas, indicando que aparentemente houve ineficiéncia do tratamento.
Porém, a andlise ultraestrutural demonstrou que nestes macréfagos ndo havia esporos
integros no seu interior e tampouco fora das células, indicando atividade microbicida foi
aumentada. O tratamento de camundongos com extrato de Malassezia sp. conferiu
resisténcia a infeccao por Salmonella typhimurium [14], assim como foi demonstrado que
o tratamento de camundongos com extrato de Malassezia determinou resisténcia a
tumores transplantaveis [15]. Desta forma, os resultados aqui observados corroboram a
existéncia de um efeito modulador da resposta macrofagica pelo extrato de M.

pachydermatis, como havia sido demonstrado in vivo.

A analise ultraestrutural do fenémeno de fagocitose pela MET permitiu mostrar
que a diminuicao do IF e da CF em macrofagos tratados foi resultado da maior atividade
fagocitica e microbicida dos mesmos, uma vez que a coloracao de Calcofltor utilizada
para contabilizar estes indices permite apenas identificar esporos integros. Portanto, a
analise ultraestrutural foi fundamental para a identificacdo da atividade moduladora do

do extrato de M. pachydermatis na funcdo macrofagica neste experimento.

Weidner [24] demonstrou que a replicacdo de E. cuniculi é possivel em
macrofagos peritoneais e que o desenvolvimento do patdgeno se da em vacuolos
parasitoforos (VP). Estas estruturas foram assim denominadas, pois o autor observou que
ndo havia fusdo entre os lisossomos da célula hospedeira e o vactolo onde os esporos
estavam se desenvolvendo. Porém, quando macréfago é ativado por esporos opsonizados
por anticorpos especificos, ocorre a fusdo de lisossomos e VP e os esporos foram
facilmente destruidos [25,26]. No entanto, Couzinet et al. [27], demonstraram que 0s
esporos de E. cuniculi ao serem endocitados por fagécitos ndo profissionais por meio da

fagocitose e se compartimentam em fagolisossomos tardios.

Apbs 72 horas, 0s esporos fagocitados nessas estruturas sdo digeridos e mortos. A
forma de sobrevivéncia que o esporo utiliza, é infectar o citoplasma da célula hospedeira
injetando o esporoplasma por meio do tubo polar e assim estabelece um novo ciclo de
desenvolvimento. Ha evidéncias que a membrana que circunda o esporoplasma formando

0 VP tem origem da membrana do fagolisossomo [28,29]. A merogonia ocorrera dentro
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dos VP que ndo possuem marcadores de diferenciacdo lisossomica ou endossomal tardia.
Desse modo, é importante destacar que os fagolisossomos e os VP embora
compartimentalizem os esporos, sdo estruturas distintas. O desenvolvimento de
microsporidios ndo ocorre somente em VP, ha espécies que se replicam no citoplasma

das células hospedeiras [28].

Neste estudo, foram identificados no interior de macréfagos tratado ou ndo com
extrato de M. pachydermatis vactolos fagociticos com esporos em estagios de
degeneracdo e integros, portanto reforcando que a endocitose/fagocitose foi
evidentemente a forma de entrada preferencial dos esporos de E. cuniculi nos macréfagos,
corroborando os dados da literatura. Adicionalmente, deve-se salientar que ndo foram
observadas formas em desenvolvimento do fungo, indicando que a endocitose estava
associada a atividade microbicida dos macréfagos. Para reforcar tais achados, acrescenta-
se a observacdo de grandes quantidades de material amorfo nos vacuolos fagociticos,

representando a degeneracdo destas estruturas.

Ao analisar o o0xido nitrico (NO) observamos que também houve reducdo na sua
producdo pelos macréfagos tratados com extrato de M. pachydermatis. Didier [30]
avaliou que INF-y em conjunto com LPS ativam macrdfagos para destruir E. cuniculi in
vitro por via ROS, principalmente NO. Khan e Moretto [31] mostraram que camundongos
sem a enzima Oxido nitrico sintase (NOS) foram resistentes a infeccdo pelo E. cuniculi.
Os autores descreveram a importancia de IFN-y no combate & infeccdo que é
independente da producdo de NO. Segundo Jelinek et al. [32], E. cuniculi utiliza a
fagocitose para replicacdo e infectar células hospedeiras e quando ha destruicdo do
patdgeno, esta ndo depende da producdo de NO, contribuindo com os achados de Khan e
Moretto [31]. Mesmo assim, ainda é obscuro determinar como macrofagos impedem a
replicacéo de E. cuniculi [23,32]. Esses dados contribuem para reforcar os achados nesse
trabalho, pois observamos que a morte de E. cuniculi ocorreu nos macréfagos tratados,
independentemente da producdo de NO. Adicionalmente, atividade microbicida induz ao
“respiratory burst” com a producdo de espécimes reativos de oxigénio, como H20O>,, que
reagem com ferro ou cobre determinando efeitos lesivos na membrana de bactérias [33].
A produgdo de H20. em macrdfagos tratados e infectados por E. cuniculi aumentou de
forma significativa e coincidiu com o aumento do indice fagocitico, refor¢cando que a

atividade fagocitica aumentou nesses macréfagos.
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A parede celular da Malassezia contém altos niveis de lipidios, os quais séo
importantes para a ades&o e colonizacdo de queratinécitos. Estudos prévios demonstraram
que as espécies mais comuns de Malassezia isoladas da pele de humanos reduzem
significantemente in vitro os niveis de citocinas proinflamatorias como IL-6, IL-1P ¢
TNF-o pelos monocitos do sangue periférico humano [20], sendo postulado que os
lipidios da parede celular conferem propriedades imunoevasivas. Thomas et al. [13],
demonstraram que ao remover a camada lipidica que envolve a levedura de Malassezia,
causa aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias e niveis diminuidos de IL-10,
sugerindo que a camada lipidica confere a evasdo da resposta inflamatoria por
queratinocitos. A hipdtese, € que quando h& o esgotamento da camada lipidica das
leveduras, expdem-se a superficie Padrdes Moleculares Associados a Patdgenos
(PAMPSs), desse modo estimulam a resposta imune inata e passam de comensais a

patogénicas.

Entretanto, os resultados aqui observados demonstram o contrario, macrofagos
tratados com extrato de M. pachydermatis apresentaram aumento na secrecdo das
citocinas, excetuando-se 0 TNF-a que teve diminuicdo em 15 minutos, o que pode
explicar a atividade microbicida acentuada de macrofagos tratados, modulando

positivamente a resposta fagocitica.

Por outro lado, a presenca de E. cuniculi, determinou a reducdo da producdo de
citocinas IL-10, IL-17A, IL-6 e IL-4, indicando que a presenca do patdégeno também
determina modulacdo da secrecdo de citocinas. A IL-6 é produzida no local onde ha
inflamacdo, € transportada e distribuida pelo sangue para a medula 6ssea aumentando a
producdo de neutréfilos e recrutamento de células para o local da infeccdo [11]. Logo, o
aumento desta citocina influencia na resposta inflamatéria modulando a fase aguda da
inflamacéo. Desta forma especula-se que a diminuicdo destas citocinas favorece o

patégeno.

Os resultados obtidos neste estudo permitem sugerir que o extrato de M.
pachydermatis aumentou a atividade microbicida e fagocitica de macréfagos infectados
pelo E. cuniculi, devendo ser considerado aprofundar os estudos relativos ao extrato como
substdncia moduladora da imunidade e possivel agente terapéutico para a

encefalitozoonose.
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