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Dedico este trabalho aos camundongos sacrificados.

Em homenagem a sua importéncia para minha formagao e para o conhecimento humano.

‘A compaixdo para com os animais é das mais nobres virtudes da natureza humana” —

Charles Darwin
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Resumo

Encephalitozoon cuniculi € um patdgeno intracelular que estabelece uma relacéo equilibrada
com hospedeiros imunocompetentes, dependente da atividade de linfocitos T. Em individuos
imunodeficientes, pelo HIV ou por farmacos, a encefalitozoonose é grave, disseminada e
letal. Anteriormente, n6s demonstramos maior suscetibilidade de camundongos com
imunodeficiéncia ligada ao cromossomo X (XID) a encefalitozoonose, indicando a
participacdo das células B-1. NGs hipotetizamos que as células B (B-1 e B-2) participam da
resposta imune contra E. cuniculi. Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a resposta imune
de camundongos XID e Balb/c contra Encephalitozoon cuniculi, com foco na participacéo de
células B (B-1 e B-2), utilizando a ciclofosfamida (Cy) como agente imunossupressor para
potencializar a infeccdo. Para tal, camundongos Balb/c e XID foram imunossuprimidos com
Cy e infectados com E. cuniculi. Ap6s 14 e 21 dias de infeccdo e tratamento, avaliou-se a
carga fungica, as lesdes teciduais, as citocinas do plasma e as populacfes de células T, B e
macrofagos do peritdnio e bago. Os camundongos XID apresentaram quadro clinico grave
com ascite e letargia, tiveram aumento das populacdes peritoneais de linfocitos TCD8" e
TCD4" e de macrofagos e aumento de citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a, IL-6),
contudo sem apresentar alteracdo de populagfes imunitarias do baco. Em camundongos
Balb/c observou-se aumento da populacédo de linfécitos T e de macréfagos no baco, indicando
montagem da reposta imune contra E. cuniculi associada a auséncia de quadro clinico da
infeccdo. Pode-se concluir que a imunodeficiéncia de células B nos camundongos XID
associada ao tratamento com Cy determinou um quadro de encefalitozoonose grave e
disseminada, caracterizada por uma resposta imune esplénica incipiente e por resposta imune
peritoneal aumentada, porém ineficaz, evidenciando assim a participacdo de células B-1 e B-2

da imunidade contra microsporidios.

Palavras-chave: camundongos XID, celulas B-1, células B-2, ciclofosfamida,

encefalitozoonose, linfocitos B.



Abstract

Encephalitozoon cuniculi is an intracellular pathogen that establishes a balanced relationship
with immunocompetent hosts, dependent on T lymphocyte activity. In immunodeficient
individuals, by HIV or by drugs, encephalitozoonosis is severe, widespread and lethal.
Previously, we demonstrated that mice with X-linked immunodeficiency (XID) were more
susceptible to encephalitozoonosis, indicating the participation of B-1 cells. We hypothesized
that B cells (B-1 and B-2) participate in the immune response against E. cuniculi. Thus, the
objective of this study was to evaluate the immune response of XID and Balb/c mice against
Encephalitozoon cuniculi, focusing on the participation of B cells (B-1 and B-2), using
Cyclophosphamide (Cy) as an immunosuppressive agent. For this, XID and Balb/c mice were
immunosuppressed with Cy and infected with E. cuniculi. After 14 and 21 days of infection
and treatment, fungal burden, tissue lesions, plasma Cytokines, T and B cells and
macrophages from peritoneum and spleen were evaluated. The XID mice presented severe
clinical manifestations with ascites and lethargy, increased peritoneal populations of CD8"
and CD4" T lymphocytes and macrophages, increased proinflammatory Cytokines (IFN-y,
TNF-a, IL-6), but the spleen immune populations did not change. In Balb/c mice, the T
lymphocyte and macrophages population increased in the spleen, indicating the assembly of
the immune response against E. cuniculi, which is associated with the absence of clinical
manifestations of the infection. We conclude that B-cell immunodeficiency in XID mice
associated with Cy treatment has determined a severe and widespread encephalitozoonosis
characterized by an incipient splenic immune response and an increased but ineffective
peritoneal immune response, thus evidencing the participation of B-1 and B-2 immunity

against microsporidia.

Key words: Cyclophosphamide, B-1 cells, B-2 cells, encephalitozoonosis, B lymphocytes,
XID mice.
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Introducéo

Microsporidios sdo patdgenos intracelulares obrigatérios que pertencem ao Filo
Microsporidia e Reino Fungi. Os representantes desse Filo infectam uma grande variedade de
especies de invertebrados e vertebrados (Anani, Attouchi, 2010). Foram descritas mais de
1.200 espécies de microsporidios, entre as quais se destacam Encephalitozoon cuniculi, E.
intestinalis e E. hellen, sendo estas, importantes na infeccdo de mamiferos. Uma estrutura
unica e exclusiva deste filo € o tubulo polar, estrutura constituinte do esporo capaz de injetar o
material infeccioso, denominado esporoplasma, nas células dos hospedeiros, iniciando o

desenvolvimento do patégeno (Keeling, Fast, 2002).

Os microsporidios sdo considerados patdgenos emergentes e oportunistas para
individuos imunocomprometidos, tais como pacientes imunodeprimidos pelo HIV ou ainda
imunossuprimidos por farmacos para evitar rejeicdo a transplantes ou tratamento do cancer,
entre outros (Didier, Weiss, 2011, Kicia et al., 2014). Com o comprometimento da resposta
imune, o patdégeno se prolifera e se dissemina, determinando a destruicdo das células
hospedeiras (Valencakova, Halanova, 2012). Por sua vez, nos hospedeiros imunocompetentes,
uma infeccdo latente € frequentemente estabelecida e permanece assintomaética, com uma
relacdo equilibrada entre a multiplicacdo do patégeno e a resposta imune do hospedeiro
(Kotkova et al., 2013). E. cuniculi determina doenca sistémica grave e letal em individuos
imunocomprometidos e ndo existe tratamento eficaz contra este patdgeno, assim a resposta

imune possui papel fundamental no combate ao agente (Moretto et al., 2001).

A imunidade celular é critica para a sobrevivéncia de hospedeiros infectados por E.
cuniculi, sendo as células T CD8" as principais responsaveis pela resisténcia a infecgéo
(Berland, Wortis, 2002). Na dependéncia de via de inoculagdo, os linfocitos TCD4" possuem
papel fundamental, como demonstrado por via oral (dos Santos et al., 2018). Embora grande
quantidade de anticorpos seja produzida nas infec¢fes por E. cuniculi, o seu papel na defesa
parece incipiente, um fenémeno aparentemente contraditério. Portanto, a participacdo das

celulas B deve ser mais bem explorada.

Os linfocitos B podem ser divididos em células B-1, localizadas predominantemente
na cavidade peritoneal e pleural, e que diferem dos linfocitos B-2, especialmente localizados
nos foliculos de linfonodos e zona marginal do bago (Baumgarth, 2011, Sindhava et al., 2010,
Suzuki et al., 2010). Além da localizacdo distinta, ressalta-se que as células B-1 também

possuem expressdo de marcadores de superficie, repertério de anticorpos, morfologia e
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funcdes diferentes das células B-2 convencionais (Hayakawa et al., 1986, Herzenberg,
Kantor, 1993). Camundongos XID possuem falha na tirosina cinase de Bruton (Btk), o que
determina deficiéncia de células B-1 e B-2, sendo utilizados como controle negativo da
atividade desses linfocitos (Vetrie et al., 1993, Mukhopadhyay et al., 2002). Anteriormente,
nosso grupo demonstrou que camundongos XID apresentam maior suscetibilidade a infecgdo
por E. cuniculi com quadro de encefalitozoonose mais grave. Essa menor resisténcia foi
associada a deficiéncia de células B-1 uma vez que a transferéncia adotiva dessas células para
camundongos XID promoveu up regulation em populacdes de células imunitarias do

peritdnio e resultou em maior resisténcia (da Costa, et al. 2017).

A Cy é um agente quimioterapéutico amplamente utilizado na terapia do cancer e em
algumas doencas autoimunes (Schiavoni et al., 2017). E diferente da maioria dos outros
agentes quimioterapicos na medida em que pode ser administrado repetidamente em doses
muito elevadas sem a necessidade de resgate de células estaminais hematopoiéticas devido a
falta de toxicidade para células-tronco (Radojcic et al., 2010). Muitos estudos relataram que a
Cy pode aumentar a eficacia dos regimes imunoterapéuticos pela remocéo de células Treg
supressoras induzidas por tumores (Proietti et al., 1998; Santin, Fayer, 2011, Mitchell, 2003),
induz a linfopenia transitoria que estd associada a proliferacdo das células T in vivo
aumentada (Radojcic et al., 2010) e expansdo especifica contra antigenos (Schiavoni et al.,
2017). Os efeitos de Cy na imunidade inata se manifestam pelos niveis aumentados de IFN-y,
por outras citocinas pro-inflamatérias em soro e pelo nimero elevado e estado de ativagdo de
CD11b" e células mieldides in vivo (Radojcic et al., 2010). Nosso grupo demonstrou que o
uso de Cy torna camundongos Balb/c mais suscetiveis a encefalitozoonose, desenvolvendo a
doenca na forma sistémica, crénica e letal (Lallo, Bondan, 2002, Lallo, Hirschfeld, 2012).
Desta forma, o uso da Cy possibilita um quadro de encefalitozoonose murina mais grave e
mais semelhante com as condi¢des de imunocomprometimento observada em individuos mais
suscetiveis a doenca, sendo uma ferramenta apropriada para entender o comportamento da
resposta imune nestas situacfes. O presente estudo teve por objetivo avaliar a resposta imune,
com foco na participacdo de células B (B-1 e B-2), em camundongos Balb/c e XID infectados
com Encephalitozoon cuniculi e tratados com Cy.
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Materiais e Métodos

Animais. Foram utilizados camundongos isogénicos, fémeas, das linhagens Balb/c e Balb/c
XID, com 06 (seis) a 08 (oito) semanas de idade, SPF (specific pathogen free), obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME)
da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). Durante o periodo experimental, os
animais foram divididos em grupos e permaneceram em microisoladores no Laboratorio de
Experimentacdo Animal da Universidade Paulista sob condi¢bes controladas de temperatura
entre 22 — 24°C e umidade, onde receberam ragdo ad libitum peletizada e esterilizada por
irradiacdo e &gua esterilizada por autoclavagem, sob ciclo de claro/escuro de 12/12h. Todos 0s
procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Paulista (CEUA138/12, 385/15).

Patdgeno e Infeccdo Experimental. Os esporos de Encephalitozoon cuniculi, gendtipo 1
(obtidos do Waterborne® Inc. New Orleans, LA, USA) foram originalmente cultivados em
células Rabbit Kidney (RK-13) no Laboratério de Cultura Celular da Universidade Paulista.
Para o desenvolvimento do patdgeno, as células RK foram mantidas em meio Eagle
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco, Grand Island, NY, EUA), 10% de
aminoacidos ndo essenciais e 1% de piruvato, e com o0 antibi6tico gentamicina (20 mg/mL)
em frascos com &rea de 75 cm?. As culturas de E. cuniculi foram incubadas com 5% de CO, a
37°C. Em intervalos de 07 dias, o sobrenadante da cultura foi coletado e centrifugado por 20
minutos a 500g para obtengdo dos esporos contidos no sedimento, os quais foram
armazenados a 4°C. A contagem dos esporos de E. cuniculi foi realizada em camara de
Neubauer de acordo com Cantwell (1970). Os camundongos dos grupos infectados receberam

1x107 esporos de E. cuniculi por via intraperitoneal.

Transferéncia Adotiva de Linfécitos B-2. Os camundongos XID foram transferidos
adotivamente com células B-2 obtidas da seguinte forma: o baco de camundongos Balb/c foi
dissociado mecanicamente e as hemécias removidas com tampdo hemolitico. O sedimento
contendo as células brancas foi submetido & marcacdo das moléculas da superficie. Primeiro,
as células foram incubadas com anti-CD16/32 para blogueio dos receptores Fc, por 15
minutos a 4°C. Em seguida foram lavadas com Phosphate Buffered Saline (PBS, Sigma, St
Louis, MO, EUA) contendo 1% Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma, St Louis, MO, EUA)
(PBS-BSA 1%) e as células foram incubadas com anti-CD19 Phycoerythrin (PE) Cy7
(Cyanin 7) e anti-CD23 PE por 20 minutos & 4°C para a marcagéo de células com fenétipo B-

2. As células foram entdo lavadas com PBS — BSA 1%, filtradas com cell-strainer (70 pum),
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ressuspendidas em PBS ¢ separadas em citometro de fluxo “cell sorter” FACSAria II. A
populacdo de linfocitos foi selecionada segundo os parametros de foward scatter FSC versus
side scatter SSC e a populacdo de linfocitos B-2 selecionada segundo o fendtipo
CD19°CD23". Apos esse periodo, o sobrenadante enriquecido com células B-2 foi coletado,
centrifugado e ressuspendido em PBS para se obter uma concentracdo de 1x10° células em
200 pL. Sete dias antes da realizacdo da infeccdo experimental, a suspensao de células B-2 foi

injetada pela via intraperitoneal em camundongos XID para formar o grupo XID+B-2.

Transferéncia Adotiva de Linfécitos B-1. Os camundongos XID foram transferidos
adotivamente com células B-1 da seguinte forma: o protocolo de obtengéo de células B-1, foi
adaptado de Almeida et al. (2001). Brevemente, as células peritoneais de camundongos
Balb/c foram coletadas pelo lavado com 10 mL de RPMI-1640 (Sigma, St. Louis, MO. USA)
da cavidade peritoneal e, entdo, foram cultivadas e mantidas em estufa com 5% de CO; a
temperatura de 37°C por 40 minutos. Em seguida, o sobrenadante de cultura foi aspirado e
descartado (fracdo celular ndo aderida) e a por¢édo aderida foi lavada com RPMI e reincubada
com meio RPMI acrescido com 10% de SFB (R10) nas mesmas condi¢fes de cultura por
mais 05 dias sem troca de meio. Apds esse periodo, o sobrenadante enriquecido com células
B-1 foi coletado, centrifugado e ressuspendido em PBS para se obter uma concentragdo de
1x10° células em 200 pL. Camundongos XID receberam por via intraperitoneal a suspensdo
de células B-1, 7 dias antes da realizacdo da infeccdo experimental, para constituir assim o
grupo XID+B-1.

Tratamento com Cy. Todos os animais foram tratados com Cy (100 mg/kg, duas vezes por
semana), que se iniciou no dia da infeccdo experimental e durou todo o periodo experimental,

sendo divididos em grupos infectados e ndo-infectados.

Necropsia e coleta de amostras. Os animais foram submetidos a eutanasia pelo
aprofundamento anestésico com a utilizacdo de mistura de quetamina (100 mg/mL), xilazina
(20 mg/mL) e fentanil (0,05 mg/mL) aos 14 e 21 dias pds-infeccdo (DPI). Foi realizada a
necropsia, iniciando-se com a coletada de sangue (para avaliar o perfil de citocinas no soro),
lavado peritoneal e bago (analise das populagBes imunitarias), e posteriormente coleta de

amostras de tecido para a analise histopatoldgica.

Analise histolégica e morfométrica. Amostras de pulmdes, figado, rins, baco e intestinos
foram fixadas em solugéo de formol a 10% tamponada (pH 7,2-7,4). Os fragmentos de tecidos

foram, entdo, rotineiramente preparados para anélise histoldgica, embebidos em parafina e
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corados com hematoxilina-eosina (H-E). Os infiltrados inflamatérios do figado foram
mensurados por andlise morfométrica com MetaMorph Software (Molecular Devices,
Califérnia, EUA). Aleatoriamente 10 lesGes de cada animal foram mensuradas em pixels, e as

médias das areas de cada grupo experimental foram utilizadas para anélise estatistica.

Carga fungica. A carga fungica foi determinada pela contagem do ndmero de esporos livres
no lavado peritoneal de cada animal infectado. A média de cada grupo foi calculada em

esporos/mL e analisada estatisticamente.

Avaliacdo ultraestrutural por microscopia eletrénica de transmissdo. Para a microscopia
eletrobnica de transmissdo (TEM), fragmentos com 1 mm de didmetro de figado, baco,
pulmdes e rins de um camundongo XID foram fixados em glutaraldeido a 2% em tampéo
cacodilato 0,2 M (pH 7,2) a 4°C durante 10h, p6s-fixados em OsO4 a 1% tamponado durante
2h e rotineiramente processados, sendo embebidos em resina Epon. Cortes semifinos foram
corados com Azul de Toluidina e cortes ultrafinos foram duplamente corados com acetato de
uranila aquoso e citrato de chumbo e, em seguida, observados sob um microscépio eletrénico
de transmisséo ZEISS EM 109 operado a 80 kV.

Imunohistoquimica. A pesquisa de expressdo de ceratinas nos granulomas foi realizada em
cortes de hepéticos corados com anticorpo anti-pan-ceratina AE1/AE3 (Laboratérios Zymed),
na diluicdo de 1:400. Seguiu-se a incubagcdo com anticorpo secundario e o complexo
estreptavidina-peroxidase (LSAB, DAKO). Para a revelagédo foi empregada solugdo contendo
cromodgeno diaminobenzidina. A imunomarcacdo seguiu a metodologia descrita por Hsu et al

(1981), sendo o tecido hepatico integro utilizado como controle-positivo.

Fenotipagem das células do periténio e do bacgo. As células peritoneais foram obtidas por
sucessivas lavagens da cavidade peritoneal com um total de 10 mL de solucdo de PBS
contendo 2% de SFB. O bago foi dissociado mecanicamente e filtrado em cell strainer
(70um) e as hemaécias foram removidas com tampao hemolitico. Apds centrifugacdo, as
células foram lavadas com PBS e ressuspensas em 100 uL de PBS — BSA 1%. Cada amostra
foi incubada a 4°C por 20 min com anti-CD16/CD32. Apo6s incubacdo, as células foram
divididas em duas aliquotas e ressuspensas em PBS-BSA 1%; em seguida, cada amostra foi
incubada com os anticorpos monoclonais: anti-CD19 de camundongo conjugado a
Allophycocyanin- (APC), anti-CD23 de camundongo conjugado a Fluorescein Isothiocyanate

(FITC) ou conjugado a PE, anti-CD4 de camundongo conjugado a Peridinin Chlorophyll
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Protein Complex (PerCP), anti-CD8 de camundongo conjugado a FITC, anti-F4/80 de
camundongo conjugado a PE e anti-CD11b de camundongo conjugado a Pacific Blue ou
conjugado a APC-Cy 7 (BD-Pharmingen, San Diego, CA). Ap6s 20 minutos, as amostras
foram lavadas com PBS-BSA 1%, diluidas em 300uL de PBS e analisadas em um citbmetro
de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA). As células foram
caracterizadas de acordo com seus marcadores de superficie, conforme indicado na tabela 1, e
analisados utilizando-se o software FlowJo (FlowJo LLC, Data Analysis Software, Ashland,
OR).

Quadro 1. Painel de marcadores usados neste estudo para imunofenotipagem de superficie

peritoneal e células do bago.

Fenotipo Marcadores
Células B-1 CD23 CD19*
Células B-2 CD23"CD19"

Células TCD4" CD19 CD4"
Células TCD8" CD19 CD8"
Macrdfagos CD19 CD11b" F4/80"

Quantificacdo de citocinas. Sangue total foi coletado de cada camundongo e submetido a
centrifugacdo para separacdo do soro, que foi armazenado a —20°C. As citocinas foram
mesuradas a partir do soro, utilizando o Kit CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD
Biosciences, CA, EUA), de acordo com as recomendacbes do fabricante. Brevemente,
utilizou-se 25 puL de um composto de beads contendo os anticorpos de captura, 25 uL de
anticorpos de deteccdo conjugados ao fluorocromo PE, adjunto de 25 uL do sobrenadante das
culturas. As amostras foram incubadas durante 2h a temperatura ambiente no escuro.
Posteriormente, foram lavadas com wash buffer, centrifugadas e ressuspendidas no mesmo

tampéo para analise de 2 cores por citdbmetro de fluxo FACS Canto Il (BD Biosciences,
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Mountain View, CA, USA). As andlises foram realizadas usando o software de analise FCAP
Array 3.0.

Analise estatistica. As comparacdes estatisticas foram feitas pelo Teste t ou por analise de
variancia de uma ou duas vias (ANOVA) e pos-teste de Tukey ou Bonferroni. Todos os
valores foram relatados como a média = erro padrdo com nivel de significancia a=0,05

(p<0,05). Os graficos foram feitos no programa “GraphPad Prism” versdo 5.0 para Windows

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

Resultados

Camundongos XID apresentaram encefalitozoonose mais severa. Os camundongos XID
infectados apresentaram manifestacGes graves da inoculacdo de E. cuniculi caracterizadas por
pelame arrepiado, dificuldade de locomocdo, presenca de liquido sero-sanguinolento no
abdome - ascite (Fig 1A), hepato- e esplenomegalia e dilatacdo das algas intestinais. Por outro
lado, os camundongos Balb/c infectados néo apresentaram sintomas. Para avaliar o papel das
células B-1 e B-2 na encefalitozoonose, camundongos transferidos adotivamente com células
B-1 e B-2 foram infectados. Estes grupos mostraram poucos sinais clinicos e presenca de
discreta colecdo de liquido peritoneal (Fig 1B). A carga fungica determinada no lavado
peritoneal foi semelhante entre os grupos de camundongos (Fig.1B).
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Figura 1. Andlise da carga fangica. A) Colecdo de liquido ascitico em camundongo XID infectado com E.
cuniculi. B) Avaliacdo da carga fangica do lavado peritoneal em camundongos Balb/c, XID, XID+B-1
(transferidos adotivamente com células B-1) e XID+B-2 (transferidos adotivamente com células B-2) infectados.
Anélise de variancia ANOVA de uma via com comparagdes multiplas e pds-teste de Bonferroni.

Microscopicamente, as lesfes causadas por E. cuniculi estavam concentradas no figado,
pulmdes, baco e intestino delgado. No figado observou-se infiltrado inflamatorio
mononuclear (Fig. 2A) difuso e multifocal com dimens@es variaveis, tanto em camundongos
Balb/c quanto em XID, porém as dimensdes das lesdes foram maiores em Balb/c aos 14 DPI
(Fig. 2B). Embora o padrdo inflamatério observado em XID tenha sido menor, havia neste
grupo uma marcada presenca de lesbes degenerativas caracterizadas por vacuolizacdo e
presenca de nucleos picnoticos, e a presenca expressiva de esporos do patdgeno. A area de
lesdo diminuiu de forma significante com a transferéncia adotiva de células B-2 (XID+B-2),
ao passo que aumentou com a transferéncia de células B-1 (XID+B-1) (Fig. 2B).
Frequentemente, o infiltrado inflamatorio estava associado a regido periportal, indicando uma
possivel via de disseminacdo hematdgena a partir da infeccéo intraperitoneal (Fig. 2A). Porém
observou-se também infiltrado inflamatdrio subcapsular com muitos esporos associados, fato
gue denota uma possivel disseminacdo via capsula hepética (dados ndo mostrados). Na
marcacdo de Imunohistoquimica foi possivel a visualizacdo de processo inflamatério com
alteracdo de parénquima e presenca de macréfagos (Fig. 3E e F), porém ndo houve marcacgao

de citoqueratina, indicando a auséncia de células epitelidides.
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Figura 2. Fotomicrografia de figado de camundongos infectados com E. cuniculi e a analise morfométrica da
area lesional. Distribuicdo de difusa a multifocal de infiltrado inflamatério mononuclear em camundongos
Balb/c (A), XID (B), XID+B-1 (C) e XID+B-2 (D). Coloragdo de HE. (E) Comparagéo das médias das areas das
lesdes nos figados de BALB/c, XID, XID+B-1 e XID+B-2, em pixels mensurados por morfometria. Anélise de
variancia ANOVA de uma via com comparac6es multiplas e pés-teste Bonferroni com *p<0,5; *** p<0,001.

Grandes quantidades de esporos do patdégeno estavam associadas aos infiltrados
inflamatorios (Fig. 3). Eventualmente, os esporos foram vistos sem associacdo com células
inflamatorias em todos os animais infectados (dados ndo mostrados), indicando que o
patdgeno estava se desenvolvendo sem elicitar a reposta inflamatéria.
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Figura 3. Fotomicrografia de lesdes hepaticas de camundongos infectados com E. cuniculi. Observar a presenca
de esporos (seta) associados a infiltrados inflamatdrios em camundongos Balb/c (A), XID (B), XID+B-1 (C) e
XID+B-2 (D). Colora¢do HE. (E e F) Imunohistoquimica negativa para citoqueratinas em camundongo XID.
Observar a diferenca de parénquima causada pelo infiltrado inflamatério (*) e a presenca de macréfagos (seta
fina) associados ou ndo a mitose.
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Pela MET confirmou-se a natureza do infiltrado inflamat6rio com a presenca marcada
de macrofagos, esporos em lise e vactolos parasitoforos (Fig. 4A e B). Observa-se presenca
de colageno indicativo reparo tecidual (Fig. 4B). Foram visualizadas diferentes formas de
desenvolvimento do patdgeno dentro da célula infectada em vacuolos parasitoforos (Fig. 4C).
Na regido periférica dos vacuolos parasitéforos dentro da células hospedeira, observou-se
merontes e em dire¢do ao centro formas como esporoblastos e esporos (Fig. 4C). Esporos
integros foram observados no tecido hepético, com evidéncia do tubulo polar (Fig. 4D),
evidenciando o desenvolvimento do patdégeno no tecido apesar a presenca de células

imunitarias.
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Figura 4. Ultramicrografia de figado de camundongo XID tratado com ciclofosfamida e infectado com E.
cuniculi. (A) Infiltrado inflamatério com predominio de macréfagos (m) com vacutolos fagociticos (vf) contendo
restos de esporos ou esporos integros (e). (B) Infiltrado inflamatdrio com deposicdo de colageno (c), esporos (€)
e macrofagos (m). (C) Vacutolo parasitéforo (Vp) contendo forma proliferativas meronte (me) e esporo (e). (D)
Detalhe de um esporo integro livre no tecido, notar o tabulo polar (tp).
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Nos pulmfes de todos o0s animais infectados notou-se pneumonia intersticial
multifocal, evidenciando espessamento de paredes alveolares associado a infiltracdo
leucocitaria linfoplasmocitica e colapso alveolar, compondo quadro de pneumonia intersticial
crénica (Fig. 5). Poucos esporos foram observados nos pulmdes nos grupos infectados (dados
ndo apresentados). Enterite linfoplasmocitica discreta foi observada em todos os grupos
infectados (Fig. 6) e a presenca de esporos foi pouco notada, a exemplo do que foi
demonstrado em XID (Fig. 6B).

“a
de paredes
alveolares associado a infiltracdo leucocitéria linfoplasmocitica, compondo quadro de pneumonia intersticial
cronica, ao redor de alvéolos (Av), com septos interalveolares espessados (*) e areas de colapso alveolar (seta)
em Balb/c (A), XID (B), XID+B-1 (C) e XID+B-2 (D). Coloragéo HE.
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Figura 6. Fotomicrografia de intestino delgado de camundongos infectados evidenciando enterite
linfoplasmocitica, apresentando preservacao das vilosidades e infiltrado inflamatério (*) em lamina prépria, com
maior concentragdo em cercanias criptais em Balb/c (A), XID (B), XID+B-1 (C) e XID+B-2 (D). Esporos (seta)
de E. cuniculi em XID (B). Coloragdo HE.

£ %

Nos bacos observou-se rarefagdo linfoide em polpa branca provavelmente
relacionada ao uso da Cy nos camundongos Balb/c, XID e XID+B-1 (Fig. 7A, B e C). O baco
de camundongos XID+B-2 apresentou infiltrado linfocitico expressivo, diferentemente dos
demais grupos, provavelmente relacionada a transferéncia adotiva de células B-2 (Fig. 7D). A
analise ultraestrutural evidenciou vacuolos parasitoforos em células esplénicas com as
diferentes formas de desenvolvimento do E. cuniculi, merontes em fissdo binaria ou ndo,
esporoblastos (Fig. 8A e B) e esporontes (Fig. 8C), reforcando que o desenvolvimento do

patdgeno ocorreu em sitios de resposta imune.
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Figura 7. Fotomicrografia de ba¢o de camundongos infectados. Rarefacdo linfoide em polpa branca (*) em
Balb/c (A), XID (B) e XID+B-1 (C). Infiltrac@o linfocitéria (seta) em regido de polpa vermelha em XID+B-2
(D). Coloracéo HE.
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Figura 8. Ultramicrografia de baco de camundongo XID tratado com ciclofosfamida e infectado com E. cuniculi.
(A) Vactolo parasitoforo (Vp) com merontes (me) na periferia, em fissdo binaria (seta) ou néo, esporoblastos
(sb) e esporonte (st). (B) Detalhe da fissdo binaria de meronte. (C) Detalhe de esporoblasto.
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Camundongos XID mostraram expressivo aumento das populacdes de células da
resposta imunitarias do peritébnio. A analise da populacdo de células peritoneais revelou
aumento de linfocitos TCD8", TCD4" e de macrdfagos em animais XID infectados em relacéo
ao seu respectivo controle ndo infectado (Fig. 9). Em camundongos Balb/c infectados aos 14
DPI notou-se um aumento da populacdo peritoneal de macréfagos em relacdo aos controle
ndo infectados, porém aos 21 DPI esta populacdo diminuiu (Fig. 9). Igualmente se observou
reducdo da populacao de células B-2 em camundongos Balb/c infectados. Na analise separada
de camundongos infectados Balb/c e XID, nos dois periodos de observacao, as populactes
peritoneais de linfocitos TCD8", TCD4", B-2 e macr6fagos foram maiores em camundongos
XID do que em Balb/c (Fig. 9).

Entre os camundongos XID (XID, XID+B-1, XID+B-2) observou-se diminuicdo nas
populacdes de linfocitos TCD8", TCD4" e células B-2 em camundongos XID+B-2 em relacio
aos camundongos XID (Fig. 10). Por sua vez, as populacbes de células B-2 e macrofagos

foram maiores em XID+B-1 em relacdo ao XID (Fig.10).
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Figura 9. Avaliacdo das populagBes peritoneais de células TCD8*, TCD4", B-2 e macrofagos de
camundongos Balb/c e Balb/c XID imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados ou ndo com E.
cuniculi, aos 14 e 21 DPI. Analise de variancia ANOVA de uma via com comparages multiplas e pos-
teste Bonferroni *p < 0,5; ***p < 0,001. Para células B-1analise teste t ndo pareado. *p < 0,5; **p < 0,01.
Test t ndo pareado. # p<0,5 em comparagdo com Balb/c infectado.
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Figura 10. Avaliacdo da presenca de populacéo de células TCD8*, TCD4", células B-1, B-2 e macrdfagos no
periténio de camundongos XID, XID+B-1 e XID+B-2 imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados com
E. cuniculi, aos 14 e 21 DPI. Analise de variancia ANOVA de uma via com comparagdes multiplas e pos-teste
Bonferroni. *p < 0,5; **p < 0,01.



29

Recrutamento das populacGes de células imunitarias do baco de camundongos Balb/c e
auséncia em XID. No baco de camundongos Balb/c infectados observou-se aumento da
populacdo de linfécitos TCD8*, TCD4" e macréfagos em relagdo ao controle ndo infectado
(Fig. 11), resposta que indica a montagem da reposta imune contra E. cuniculi nestes animais.
Em camundongos XID ndo houve alteracdo nas populacbes de células da resposta imune
(TCD8", TCD4" e macrofagos) do bago em relacéo aos controle ndo infectados, com excegdo
de linfocitos B-2 que reduziram em XID aos 14 DPI (Fig. 11). Portanto, estes resultados
apontam para uma auséncia de montagem da resposta imune a partir do baco de camundongos
XID, sugerindo uma resposta tardia ou atrasada ao patdgeno. Entre os camundongos XID
(XID, XID+B-1 e XID+B-2) foi evidenciada menor porcentagem de macr6fagos nos bacos de
camundongos XID+B-2, porém estes animais tinham maiores populacdes de células TCD4" e
B-2 (Fig. 12).
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Figura 11. Avaliagdo das populagGes esplénicas de células TCD8", TCD4", B-2 e macr6fagos de camundongos
Balb/c e Balb/c XID imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados ou ndo com E. cuniculi, aos 14 e 21
DPI. A andlise de variancia ANOVA de uma via com comparagOes multiplas e pos-teste Bonferroni, *p < 0,5;
**p < 0,01; ****p<0,0001. Teste t ndo pareado $ p < 0,01 em comparagdo com XID infectado, # p < 0,0001 em

comparacdo com Balb/c.



14 0P

4~
5 -
2 _
R M
4
14
0 .
XD+8-1 XID+8-2
10-
a-
f—
£ e '
bl
[ &)
—
XD+B-1 XiD+B-2
0.3+
# 0.2- I
o~
b
g
3 01
0.0 .
XD+8-1 XD+B-2

2

Macrofagos (%)
=
o
A

XND+8-1

iL

X0+6-2

TCDE" (%)

Célutas 8-2 (%)

31

21 0P
6+
= =
v
XD XID+8-1 XiD+B-2
20 .
154 |
s ,
L
X0 XID+8-1 W0+B-2

34

H

-
1

0 T T T
X0 XD+B1 XID+6-2
40+
304
204
104
0+
X0 X0+8-1 XD+B-2

Figura 12. Avaliagdo das populacBes de células TCD8*, TCD4", células B-1, B-2 e macréfagos no bago de
camundongos XID, XID+B-1 e XID+B-2 imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados com E. cuniculi,
aos 14 e 21 DPI. Analise de variancia ANOVA de uma via com comparagfes mdltiplas e pdés-teste Bonferroni

*p<0,5.
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Infeccdo por E. cuniculi aumentou os niveis de citocinas pro-inflamatérias em XID. A
dosagem de citocinas no soro permitiu a deteccdo de aumentos expressivos nos niveis de
citocinas pro-inflamatorias interferon-gama (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a) e
interleucina — 6 (IL-6) nos camundongos XID infectados em relagdo aos seus controles néo
infectados e aos Balb/c (Fig. 13). Embora IL-4 tenha sido identificada, 0s niveis séricos
detectados foram muito baixos e ndo variaram em relagdo a infeccéo. As citocinas IL-2, IL-10
e IL-17 ndo foram detectadas. Adicionalmente, os camundongos XID tiveram maiores niveis
destas citocinas do que os camundongos que receberam transferéncia adotiva das células B-1
e B-2 (Fig. 14).
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Figura 13. Avaliacdo de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-4 no soro de camundongos Balb/c e XID
imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados ou ndo com E. cuniculi, aos 14 e 21 DPI. Andlise de
variancia ANOVA de uma via com comparacdes multiplas e p6s-teste Bonferroni *p < 0,5; **p < 0,01; ****p <
0,000. Teste t ndo pareado # p < 0,01 na comparacdo de Balb/c.
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Figura 14. Avaliacdo de citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e IL-4 no soro de camundongos XID, XID+B-1e XID+B-
2 imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados com E. cuniculi, aos 14 e 21 DPI. Analise de variancia
ANOVA de uma via com comparagdes multiplas e pés-teste Bonferroni *p < 0,5; *** p < 0,001.
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Discussao

Para a manutencdo da integridade do organismo aos desafios constantes provocados
pelos patdgenos, o sistema imune é dotado de uma variedade de tipos celulares. As células B
exercem papel importante na resposta inata e adaptativa. Dependendo do patégeno e da porta
de entrada, os diferentes subtipos de células B, folicular ou inata, desenvolvem um programa
de diferenciacdo especifico, dependente ou independente de células T. As células B
foliculares séo especializadas na resposta adaptativa e, principalmente, reconhecem proteinas.
Por sua vez, as células B da zona marginal e as células B-1 ddo suporte a reposta imune inata
para antigenos ndo proteicos. As celulas B foliculares, localizadas em drgédos linfoides
secundarios, expressam receptores nao especificos (BRC), os quais interagem com antigenos
e ativam linfocitos TCD4", iniciando uma resposta T dependente (Vinuesa, Chang, 2013). As
celulas B da zona marginal e as B-1 expressam BCR poliespecificos e possivelmente
autoreativos combinados com diferentes receptores inatos, 0s quais coordenam os sinais para
as células B. Uma vez ativados, diferenciam-se rapidamente em plasmacitos extrafoliculares

(de vida curta) com a ajuda de varios tipos de células inatas (Magri et al., 2014).

No presente estudo, n6s demonstramos que a deficiéncia de células B (B-1 e B-2) em
camundongos XID em associacdo com ao tratamento com Cy determinou encefalitozoonose
mais grave e disseminada, a semelhanca do que foi observado em camundongos SCID e nude
(Niederkorn, 1981), portanto, este modelo permite a melhor compreensdo dos aspectos da
resposta imune envolvidos na encefalitozoonose. As células B-1 peritoneais tém capacidade
fagocitica e microbicida (Parra et al., 2012), sendo consideradas muito importantes na defesa
do hospedeiro contra a Coxiella burnetti, pela sua habilidade de secretar anticorpos, citocinas
e promover fagocitose (Schoenlaub et al., 2015). Também foi relatado que camundongos da
linhagem CBA/XID sdo mais suscetiveis ao Cryptococcus neoformans, apresentando infec¢do
disseminada (Szymcak et al., 2013), da mesma forma como havia sido observado por nés em
estudos anteriores realizados em camundongos XID ndo imunossuprimidos com Cy,
evidenciando menor resisténcia desses animais a infeccdo por E. cuniculi por via
intraperitoneal (da Costa et al., 2017) ou por via oral (dos Santos et al., 2018). Embora a
infeccdo por E. cuniculi estimule a producdo de altos niveis de anticorpos e uma reagado
inflamatdria em coelhos (Leipig et al., 2013) e raposas (Akerstedt et al., 2002), a transferéncia
adotiva de linfécitos B para camundongos BALB/c nude ou SCID néo foi suficiente para
impedir da morte de animais infectados por E. cuniculi (Enriquez et al., 1998). Contudo a

transferéncia de anticorpos maternais pode proteger coelhos neonatos contra a infeccdo por
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microsporidios (Enriquez et al., 1998), sugerindo que os anticorpos possuem papel secundario
da imunidade contra microsporidios. Como camundongos com imunodeficiéncia ligada ao
cromossomo X também possuem deficiéncia de células B-2, nos realizamos a transferéncia
adotiva de células B-2 para camundongos XID (dados ndo publicados) e observamos que a
mesma determinou down regulation nas populacBes de células imunitérias do peritbnio
(figuras em anexos) e o resultado foi maior resisténcia a infeccdo, com a presenca de poucas

alteracdes clinicas e histologicas relativas a encefalitozoonose.

As células TCD8" sdo criticas para a sobrevivéncia do hospedeiro infectado por E.
cuniculi, uma vez que camundongos TCD8” morrem ap6s a inoculagdo do patégeno,
manifestando doenca grave e disseminada caracterizada por letargia, ascite, hepatite,
pneumonia e lesGes no baco (Braunfuchsova et al., 2001, Khan et al., 2001; Valencakova e
Halanova, 2012). Corroborando com estes autores, no presente estudo os camundongos XID
imunssuprimidos tiveram letargia, ascite, hepatite, pneumonia e lesées no baco, porém as
populacdes de linfocitos TCD8" e TCD4" no peritonio foram maiores do que em
camundongos Balb/c, os quais tiveram uma doenca mais branda. Dada a importancia dos
linfocitos T na resolucdo da encefalitozoonose, nés hipotetizamos que a maior suscetibilidade
de XID a infeccdo sugere uma ineficiente funcdo dos linfocitos T. Estes resultados
corroboram os achados anteriores evidenciando que a deficiéncia de células B-1 modifica a
relacdo parasita-hospedeiro, pois altera a relacdo entre células imunitarias e suas funcdes
como demonstrado por outros autores. Russo e Mariano (2010) mostraram que as células B-1
interferem na composi¢do do granuloma pulmonar induzido pelo BCG em camundongos.
Nogueira-Martins e Mariano (2010) associaram a maior infiltracido de linfécitos T CD8"
induzida com células B-1 em enxertos. Margry et al. (2013) sugerem que células B-1
peritoneais também possam influenciar na resposta imune ativando células T, sem
necessariamente migrar até o 6rgao linfoide responsavel por produzir uma resposta. Desta
forma, nds especulamos que a auséncia das células B-1 influenciou na capacidade citotoxica
destes linfdcitos, fendbmeno que esta sendo estudado por nosso grupo.

Deve-se considerar, no entanto, que o comportamento de linfocitos peritoneais ainda
ndo foi completamente explorado. Camundongos XID, embora com background de
camundongos Balb/c, apresentam um perfil de resposta Thl semelhante aos camundongos
C57BL/6, assim macrofagos peritoneais ativados por IFN-y consomem arginina e suprimem a
resposta de células T peritoneais (Composto et al., 2011). Este fenbmeno poderia explicar a

resposta observada em camundongos XID no presente experimento, embora a presenca do
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patdgeno possa promover a proliferacdo de linfocitos TCD8, justificando o incremento em
seu numero como observado, a funcdo destas células pode estar suprimida, pela presenca de
macrofagos e altos niveis de IFN-y. Ao contrario, os camundongos Balb/c com perfil Th2 e
baixa producdo de IFN-y apresentam a ativagdo de células T peritoneais (Composto et al.,
2011), hipdtese que pode justificar a ocorréncia de menor populacdo peritoneal de linfocitos
TCD8" em Balb/c associada a infeccdo mais branda. Adicionalmente, foi evidenciado
aumento da populagdo de células TCD4" e TCD8" no bago de camundongos Balbi/c,
sugerindo que a populacdo mais efetiva desses linfocitos possa se originar do baco. Este
mesmo perfil de reposta dos linfocitos T no peritdnio foi identificado em XID+B-1,
corroborando os indicios da supressdo da atividade dos linfocitos TCD8" e TCD4" em XID.
Por outro lado, a transferéncia adotiva de células B-2 determinou um perfil de populacédo

peritoneal semelhante ao Balb/c, aumento expressivo em linfocitos TCD4" e B-2 no bago.

Os microsporidios estéo entre os agentes intracelulares mais eficientes e desenvolvidos
para o parasitismo. Apds a inoculacdo de E. cuniculi, muitos mamiferos tém infeccéo crénica
relacionada com titulos de anticorpos elevados, persistentes e um continuo processo
inflamat6rio (Shadduck, 1971). Porém, existem linhagens de camundongos, tais como
C57BL/6, mais sensiveis e outras mais resistentes a infecgdo por E. cuniculi (Niederkorn,
1981), corroborando os resultados encontrados neste estudo no grupo XID. Estudo realizado
com a linhagem C57BL/6 mostrou que estes camundongos possuem uma alteracdo genética
que compromete a funcdo de linfdcitos B, assim anticorpos produzidos por estes animais
poderiam possuir baixa eficiéncia (Mahajan et al, 2016). Em camundongos C57BL/6, niveis
elevados de anticorpos foram identificados apds 14 dias de infeccdo experimental com E.
cuniculi, porém estes animais manifestaram lesdes importantes em figado e encéfalo
associadas a presenca de esporos do patdgeno (Gannon, 1980). Ressalta-se também que esta
linhagem de camundongo produz citocina mais tardiamente que camundongos Balb/c, com

nitido atraso na mobilizacdo da resposta imune (Liu et al, 1989).

Adicionalmente, os animais XID mostraram niveis de citocinas pro-inflamatérias com
perfil Thl mais elevadas que camundongos Balb/c, o que pode explicar em parte 0 estado
doentio mais grave desses animais e corrobora a ideia de um perfil semelhante aos
camundongos C57BL/6. Entre essas citocinas observou-se aumento expressivo de IFN-y,
TNF-a e IL-6 as mesmas citocinas identificadas em estudos anteriores em camundongos nao
tratados com Cy (Salat et al., 2006, Jelinek et al., 2007). O papel das citocinas na resposta

imunitéria as infecgdes por microsporidios foi examinado em varios modelos animais e em
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estudos in vitro (Salat et al., 2004, Jelinek et al., 2007). As citocinas Th-1 (principalmente
IFN-y) desempenham um papel importante durante as infeccbes por microsporidios em
camundongos imunodeficientes (Salat et al., 2006). Francisco Neto et al. (2017)
demonstraram que o tratamento de camundongos diabéticos e infectados com Cy promoveu 0
aumento na producdo de IFN-y, pois animais diabéticos infectados ndo tratados tinham baixa
producdo desta citocina, sugerindo um papel imunomodulador de Cy. Os resultados aqui
apresentados mostram que o efeito conjunto da infeccdo e o tratamento com Cy determinaram
alta producdo de IFN-y, dados também observados em Balb/c. Ressalta-se que a Cy esta
associada ao aumento de IFN-y e outras citocinas pro-inflamatérias em soro in vivo (Radojcic
etal., 2010).

Em relacdo aos macrdéfagos, os camundongos XID infectados também apresentaram
aumento desta populacdo no periténio. Pereira et al. (Dados ndo publicados) demonstraram in
vitro que os macrofagos de lavado peritoneal de camundongos XID possuem predominio de
macrofagos com perfil M2, alta atividade fagocitica e baixa atividade microbicida, um
fendmeno que poderia explicar a gravidade da doenca em XID, j& que macréfagos M2 podem
favorecer a disseminacdo do patégeno atuando como cavalo de Tréia. Nos camundongos
Balb/c, as éareas lesionais no figado decorrentes de infiltragio mononuclear predominante
foram significativamente maiores do que em XID, sugerindo que esta resposta inflamatoria

conteve parcialmente o desenvolvimento do patdgeno.

A Cy é um farmaco conhecido por modular a imunidade adaptativa e inata, sendo
empregada com objetivo de determinar imunossupressao e tornar camundongos mais
suscetiveis as doencas oportunistas, tais como a encefalitozoonose (Lallo, Hirschfeld, 2012),
mimetizando condic¢des clinicas observadas em pacientes que recebem quimioterapia para
tratamento de cancer ou de doencas autoimunes. A Cy é um alquilante citotoxico que se liga
ao DNA e causa apoptose, assim atrasa e suprime a resposta de células T e B, causa
mielossupressao e afeta neutrofilos, linfécitos, hemaécias e plaquetas (Brodsky, 2010). Sugere-
se que o tratamento com Cy tem efeito diferencial em compartimentos de linfécitos, podendo
rapidamente esgotar as células B e T, sendo seguido pela recuperacdo, proliferacdo e
mobilizacdo extensiva da medula 6ssea (Brode, Cooke, 2008, Emadi et al., 2009, Schiavoni et
al., 2017). No presente estudo, empregando Cy, nds demonstramos que os camundongos XID
infectados tiveram quadro clinico de encefalitozoonose mais grave do que em camundongos
Balb/c. Apesar da atividade imunossupressora deste farmaco, as populagdes peritoneais de

linfocitos T, de macréfagos e de citocinas pro-infamatdrias em XID infectados aumentaram,



39

embora as populacdes esplénicas tenham se mantido semelhantes aos controles nao
infectados. Por outro lado, em camundongos Balb/c, ndés observamos que as populacdes
esplénicas de linfocitos T CD4*, T CD8" e macrofagos aumentaram, indicando recrutamento
da resposta imune frente ao microsporidio apesar da imunossupressao. Assim, a inoculacdo de
E. cuniculi resultou em aumento de linfocitos T CD4", T CD8" e macrdfagos, fato que
poderia ser explicado por este efeito rebote e pela estimulacdo produzida pelo patégeno,
porém estas populacfes eram muito menores que as observadas em animais ndo tratados, que

justifica sua maior suscetibilidade a encefalitozoonose.

Em conclusdo, o0s nossos resultados indicaram que camundongos XID
imunossuprimidos com Cy apresentaram encefalitozoonose grave e disseminada a semelhanca
do que se observa em camundongos nude ou SCID. Na resposta imune destes animais
demonstrou-se aumento de populacdes peritoneais de TCD8", TCD4" e macrdfagos, altos
niveis de citocinas pro-inflamatérias e recrutamento da resposta esplénica incipiente,
indicando que o tratamento com Cy evidencia ainda mais a participacdo de células B-1 e B-2

da imunidade contra microsporidios.
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Figura 15. Avaliacdo das populagdes de células TCD8", TCD4", B-2 e macr6fagos no peritonio de camundongos
XID+B-1 e XID+B-2 imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados ou ndo com E. cuniculi, aos 14 e 21

DPI. Andlise de variancia ANOVA de uma via com comparacfes multiplas e pds-teste Bonferroni * p < 0,5;
**p<0,001; *** p < 0,001; ****p<0,0001.
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DPI. Anélise de variancia ANOVA de uma via com compara¢fes maltiplas e pos-teste Bonferroni ****p <
0,0001.
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Figura 17. Avaliagdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6 e I1L-4 no soro de camundongos XID+B-1 e XID+B-2
imunossuprimidos com ciclofosfamida e infectados ou ndo com E. cuniculi, aos 14 e 21 DPI. Analise de variancia
ANOVA de uma via com comparagdes multiplas e pés-teste Bonferroni * p < 0,5; **p < 0,001.



