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RESUMO

O microsporidio Encephalitozoon cuniculi é um fungo oportunista causador da
encefalitozoonose, principalmente em individuos imunossuprimidos, tais como
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana e pacientes em
quimioterapia. A investigacdo sobre a resposta imune no figado de pacientes com
encefalitozoonose local e/ou disseminada ainda foi pouco esclarecida. Assim, este
trabalho objetivou caracterizar a resposta imune local e sistémica na hepatite
granulomatosa experimental murina. Para isso, foram utilizados camundongos
C57BL/6, machos, imunossuprimidos com ciclofosfamida (CY) e infectados com E.
cuniculi. As andlises fenotipicas das populagées celulares indicam que a infec¢éo por
E. cuniculi induziu no figado aumento significante de linfocitos TCD4+, TCD8+ e B,
além de macrofagos, em relacdo ao controle nao infectado. Ja no baco, a infeccéo por
E. cuniculi ndo alterou as populacdes celulares TCD4+, TCD8+, B e macrofagos em
relacdo ao controle ndo infectado. Além disso, a infeccdo por E. cuniculi e
imunossupressao por CY induziu aumento significante de macrofagos no figado em
relacdo ao grupo controle néo infectado e ao grupo CY, associada ao aumento de
macrofagos no bagco em relagéo ao grupo controle ndo infectado e ao grupo infectado.
Com relacéo as citocinas Thl, Th2, e Thl7, a infeccdo por E. cuniculi aumentou os
niveis das citocinas IFN-y em relacao ao grupo controle e CY, e TNF-a em relacao ao
grupo controle, associada ao aumento significante da citocina IFN-y no soro. Além
disso, a infec¢cdo por E. cuniculi e imunossupressado por CY induziu aumento
significante de IFN-y, TNF-a e IL-10 no figado em comparacdo ao grupo controle nédo
infectado, associado ao aumento significante da citocina IFN-y no soro. Em conjunto,
os resultados do presente estudo demonstram que a hepatite granulomatosa murina
causada por E. cuniculi € caracterizada por um processo predominantemente pré-
inflamatorio, demonstrando um importante papel do figado na resposta imune contra

a encefalitozoonose, mesmo em condi¢fes de imunossupressao.

Palavras-chave: Encephalitozoon cuniculi. Hepatite. Imunologia.



ABSTRACT

The microsporidium Encephalitozoon cuniculi is an opportunistic fungus that causes
encephalitozoonosis, especially in immunosuppressed individuals, such as patients
infected with the human immunodeficiency virus and patients on chemotherapy.
Investigation of the immune response in the liver of patients with local and / or
disseminated encephalitozoonosis has not been clarified. Thus, this work aimed to
characterize the local and systemic immune response in murine experimental
granulomatous hepatitis. For this, male C57BL / 6 mice, immunosuppressed with
cyclophosphamide (CY) and infected with E. cuniculi were used. Phenotypic analyzes
of the cell populations indicate that infection by E. cuniculi induced a significant
increase in TCD4 +, TCD8 + and B lymphocytes in the liver, in addition to
macrophages, in relation to the uninfected control. In the spleen, E. cuniculi infection
did not alter the cellular populations TCD4 +, TCD8 +, B and macrophages in relation
to the uninfected control. In addition, E. cuniculi infection and CY immunosuppression
induced a significant increase of macrophages in the liver in relation to the uninfected
control group and CY group, associated to the increase of macrophages in the spleen
in relation to the uninfected control group and the infected group. With regard to the
Thl, Th2, and Th17 cytokines, E. cuniculi infection increased levels of the cytokines
IFN-y in relation to the control group and CY, and TNF-a in relation to the control group,
associated to the significant increase of the cytokine IFN -y in serum. In addition, E.
cuniculi infection and CY immunosuppression induced a significant increase in IFN-y,
TNF-a and IL-10 in the liver compared to the uninfected control group, associated with
a significant increase in IFN-y serum cytokine. Together, the results of the present
study demonstrate that murine granulomatous hepatitis caused by E. cuniculi is
characterized by a predominantly pro-inflammatory process, demonstrating an
important role of the liver in the immune response against encephalitozoonosis, even

under conditions of immunosuppression.

Key words: Encephalitozoon cuniculi. Hepatitis. Immunology.
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1 INTRODUGCAO — HEPATOPATIAS

As doencas de um modo geral trazem consequéncias sociais significativamente
negativas para o individuo, para a familia, para a sociedade e, de maneira mais ampla,
para as populacdes afetadas. Entre os principais efeitos negativos para a sociedade
podemos destacar a reducao da produtividade econémica. O conhecimento correto
do real impacto de uma doenca é essencial na formulagdo de politicas publicas de
saude a fim de que possam ser priorizadas intervencfes de salde e pesquisas que
levem a alocacdo adequada de recursos!. Apesar das hepatopatias serem
consideradas de baixa relevancia por muitos profissionais da area da saude, ha de se
salientar que algumas doencas hepaticas, como as hepatites virais, a doenca hepética
alcodlica e a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) sdo altamente
prevalentes na populacdo. Adicionalmente, outros processos patolégicos, como a
cirrose hepdética, o carcinoma hepatocelular e as hepatites fulminantes sao
extremamente letais e também contribuem para a incidéncia das hepatopatias?.

Um estudo de 2017, estimou que seréo diagnosticados aproximadamente dois
milhdes de casos de doencas hepaticas cronicas no ano de 2050, e que a doenca
hepatica relacionada ao alcool continuara sendo a etiologia mais frequente de
hepatopatia cronica, seguida da doenca hepatica gordurosa néo alcodlica?.

Com relacdo as causas das hepatites de origem infecciosa, é sabido que as
hepatites virais se mantém como grande ameaga a saude da populagdo humana.
Aspectos epidemioldgicos, de infraestrutura e populacionais, como a pobreza e falta
de acesso aos servicos de saude contribuem para o diagnéstico de novos casos
dessas doencas. De fato, a Assembleia Mundial de Saude tem sistematicamente
manifestado preocupacdo com as hepatites virais. Em 2010, a 632 Assembleia
Mundial de Saude adotou a resolugdo WHA63.18, na qual conclamou os paises
membros a promover abordagens custo-efetivo para prevencgéo, controle e tratamento
de hepatites virais, além de definir o dia 28 de julho como Dia Mundial de Combate as
Hepatites Virais. Alguns anos depois, reconhecendo a necessidade de intensificar e
expandir a resposta as hepatites, a 672 Assembleia Mundial de Saude, por meio da
resolucdo WHAG7.6 de 2014, solicitou apoio técnico necessario para permitir que os
Estados-Membros desenvolvessem estratégias nacionais robustas de prevencéo,
diagnéstico e tratamento das hepatites virais com metas temporais. Em resposta a

essa Resolucéo, a Organizacdo Mundial de Saude iniciou as atividades da estratégia
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global do setor de saude para as hepatites virais para o periodo 2016 - 2021, que
inclui medidas para eliminacdo das hepatites virais B e C como ameaca a saude
publica até 2030, indo, assim, ao encontro da Agenda 2030 para o Desenvolvimento
Sustentavel das Nacdes Unidas?®.

Nos Estados Unidos, a etiologia mais comum de doenca hepatica cronica é a
hepatite causada pelo virus da hepatite C, seguido do uso de bebidas alcodlicas e da
doenca hepatica gordurosa néo alcodlical. Um estudo demonstrou que a prevaléncia
da maior parte das doencas causadoras de doenca hepética cronica permaneceu
estavel, com excecdo da DHGNA, que aumentou significativamente,
concomitantemente com o aumento da prevaléncia da obesidade?.

Os microsporidios constituem um grupo de agentes infecciosos oportunistas
ainda pouco estudados. Entretanto, dados cientificos sobre a resposta imune do
figado contra a principal microsporidiose, ou seja, a encefalitozoonose, ainda séo
escassos>®’. Até o presente momente, foram descritas somente as lesdes

histopatol6gicas em estudos da encefalitozoonose natural e experimental®6:7: 29, 51,52
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2 MICROSPORIDIOS E MICROSPORIDIOSES

2.1 O Filo Microsporidia

Os Microsporidios sdo organismos eucariotos unicelulares, parasitas
intracelulares obrigatérios e produtores de esporos®. Estes organismos foram
inicialmente classificados como protozoarios, e posteriormente foram reclassificados
filogeneticamente como fungos®. Os microsporidios constituem um grupo de
patdgenos pouco estudados, apesar de terem sido identificadas até hoje mais de 1200
espécies!?, distribuidas por cerca de 140 géneros!''4, infectando invertebrados e
vertebrados?®> 1617, Estes agentes infecciosos causam doencas genericamente

descritas como cronicas nos hospedeiros®®,

2.2 Morfologia e Replicacéo celular

O pesquisador Carl Wilhelm von Nageli descreveu, em 1957, o primeiro
microsporidio causador da doenca do bicho-da-seda (Bombyx mori L.), designada
pebrinal4, como Nosema bombycis N&geli. A época, Nageli descreveu o patégeno
como uma levedura pertencente ao Reino Fungi'?. Posteriormente, foi descrito o Filo
Microsporidial®, mas esta classificacdo ndo estd isenta de controvérsia, ja que
também foram incluidos no Reino Protozoa por Goldfuss (1818) e no agora inexistente
Reino Archeozoa por Haeckel (1894), o que evidencia a intensa polémica gerada nos
ultimos dois séculos em torno da sistematica deste grupo singulart®,

Um estudo abrangente sobre a classificacdo do Reino Fungi incluiu os
Microsporidios num ramo basal deste reino, que os descreveu como “grupo-irmao”
dos fungos e ndo como “verdadeiros fungos”®. Examinando a sua classificacdo
ambigua e complexa, optou-se por incluir o Filo Microsporidia no Reino Protista?,
apesar das fortes evidéncias da sua natureza fungica. Morfologicamente, sao
eucariotas verdadeiros, isto é, possuem um nucleo tipicamente eucariota, um sistema
de membranas internas e citoesqueleto, mas revelam caracteristicas moleculares e
citolégicas reminiscentes de procariotas??, que incluem o tamanho do genoma — a
escala do das bactérias —, a auséncia de mitocondrias identificaveis, de peroxissomas,
de hidrogenossomas e do tipico aparelho de Golgi??. Entretanto, dados de biologia

molecular e celular confirmaram que os microsporidios sdo fungos atipicos!® 23-26,
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A caracteristica morfolégica mais diagnosticavel de um microsporidio € a sua
forma infectante — o esporo — que € a Unica fase do ciclo de vida viavel fora da célula
hospedeira e a fase mais facilmente morfologicamente identificavel®. Os
microsporidios sao constituidos por uma célula Unica, cujas dimensdes podem variar
entre de 5-10 ym?% 13

Com relacdo a forma, esta também é variavel, podendo ser mais ou menos
alongada (bastonete até redonda), mas a maioria é ovéide®. O esporo é constituido
por uma parede grossa, que € composta por trés camadas: (i) o exésporo (camada
externa eletronicamente densa e de composicao proteica), (ii) 0 endésporo (camada
interna eletronicamente luzente, e de composicdo quitinosa), (iii) e a membrana
plasmética, que envolve o citoplasma, o ndcleo ou ndcleos, vacuolo posterior e 0o
aparelho infeccioso ou de extrusdo?’.

O aparelho infeccioso destes parasitas € a caracteristica distintiva destes
organismos, sendo composto por trés organelas: (i) o flamento polar — estrutura
tubular enrolada em hélice ligada ao 4pice do esporo através do disco ancorante, (ii)
o polaroplasto, (iii) e o vacutolo posterior (Figura 1A)?8. O nimero de voltas do filamento
polar, o seu arranjo espacial relativo e o angulo de inclinacdo da hélice permitem
diagnosticar por microscopia eletrénica de transmisséo a espécie de microsporidio®.

A extrusdo deste filamento polar permite ao patdgeno inocular o esporoplasma
na célula hospedeira, sendo este o principal mecanismo infeccioso dos
microsporidios!®!!. Com a entrada do esporoplasma do parasita na célula hospedeira,
inicia-se a fase proliferativa do ciclo de vida, caracterizada pela ocorréncia da
merogonia, evento em que o parasita aumenta massivamente 0 seu humero com a
formacdo de células designadas merontes. Segue-se a fase esporogénica, que
consiste na formacéo das células infecciosas — evento designado por esporogonia —

gue, ao germinarem, reiniciam o ciclo, conforme demonstra (Figura 1B)?’.
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Fonte: Magalhdes N, Lobo ML, Antunes F, Matos O. Aves e cdes como potencial fonte de infeccdo

zoondtica por microsporideos para o homem. Ver. Port. Cienc. Vet. 2006;101:69-75.
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3 EPIDEMIOLOGIA

Os microsporidios podem infectar uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
humanos, outros mamiferos e aves. O Encephalitozoon cuniculi € um patdégeno
natural de mamiferos causador da encefalitozoonose, que € considerada uma

zoonose, conforme ja relatado na literatura®®-3.

3.1 Prevaléncia

A prevaléncia da microsporidiose humana varia entre 0% e 50%, e em
pacientes com HIV, de 2 e 78% dependendo da regido geografica, sendo mais
prevalentes nos paises desenvolvidos342°, Estudo de reviséo sistematica da literatura
com dados do Ird observou uma prevaléncia média de 8,18% de diagndstico de
microsporidioses em pacientes imunocomprometidos®6. Por ser um grupo de doencas
pouco estudado, faltam dados cientificos na literatura mundial sobre a real prevaléncia
das microsporidioses3!. Segundo a literatura, as espécies de microsporidios do género
Encephalitozoon sdo as mais prevalentes (6,7% para ambos E. hellem e E.
intestinalis). Este género também infecta animais selvagens, indicando um aumento

do nimero de fontes de infeccédo para humanos3.

3.2 Grupos e fatores de Risco

A imunossupressdo é o principal fator de risco para ao aumento da
susceptibilidade as microsporidioses??:37:51.52,

O potencial zoondtico foi identificado em 17 espécies, sendo que as espécies
do género Encephalitozoon sdo responsaveis por grande parte das microsporidioses
prevalentes em humanos e também em outros animais3" 8. As populacGes mais
suscetiveis as microsporidioses sao: individuos imunocompetentes, como viajantes,
pessoas que usam lentes de contato, criancas, idosos e imunocomprometidos
infectados pelo virus HIV, receptores de transplante de 6rgaos, pacientes com cancer

submetidos a quimioterapia ou qualquer terapia imunossupressora?? 3139,
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3.3 Fontes de Infeccdo/Forma Infectante

As principais fontes de infec¢do das microsporidioses sdo agua ou alimentos
contaminados, secrec¢des/fluidos corporais ou fezes corporais de individuos infectados
(humanos ou animais), bem como érgéos de individuos infectados!? 30 31,32, 39,

A transmissdo das microsporidioses € predominantemente horizontal,
ocorrendo principalmente pela rota fecal-oral, por ingestdo de esporos em agua ou
alimentos contaminados, além de contato com animais e humanos infectados®.
Embora seja considerada mais rara, existe a possibilidade de transmisséo vertical
(transplacentaria) de maes para crias durante a gestacao atraves da placenta. Ainda,
existe a possibilidade de transmisséo através da inalacdo dos esporos, porém este
dado ainda n&o foi confirmado com dados cientificos. Os esporos sdo a forma

infectante dos microsporidios?*?.

3.4 Hospedeiros

O Filo Microsporidia é subdividido em uma variedade de familias e géneros. O
género Encephalitozoon é o principal causador de doenca em animais, incluindo as
espécies Encephalitozoon cuniculi, Encephalitozoon hellem e Encephalitozoon
intestinalis38. Até hoje, a maioria dos conhecimentos disponiveis sobre a imunidade
inata e adaptativa contra os microsporidios foram disponibilizados através de
pesquisas experimentais com o E. cuniculisC,

Das 14 espécies de microsporidios conhecidos por infectar os seres humanos,
Enterocytozoon bieneusi € uma das mais comuns e tem sido associada principalmente
a diarreia. O E. bieneusi tem maior prevaléncia principalmente em pessoas cientes da
imunodeficiéncia, embora a infeccdo em populacées imunocompetentes seja cada vez
mais detectada. Os Microsporidios sdo capazes de causar infec¢do assintomatica em
pessoas imunocompetentes, e podem se reativar durante condi¢des de baixa do

sistema imunoldgico, como durante a gravidez ou por meio de transplante de 6rgéos®°.
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3.5 Resisténcia e Sensibilidade Ambiental

Os esporos sao resistentes a mudancas ambientais e capazes de sobreviver
até quatro semanas a 22°C em tempo seco'?. Além disso, os esporos dos
microsporidios sdo altamente resistentes no ambiente e podem sobreviver durante

varios meses em condi¢cfes humidas.
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4 DIAGNOSTICO DAS MICROSPORIDIOSES

Microsporidios sao dificeis de detectar e, geralmente, técnicas especiais sdo
necesséarias para diagnosticar infeccbes por microsporidios. A identificacdo de
microsporidios foi baseada inicialmente principalmente em estudos ultraestruturais
usando microscopia eletrénica de transmissdo. A ultraestrutura dos microsporidios
através da microscopia eletrénica é patognomonica para o filo e permite distinguir
entre todos os géneros microsporidiais. No entanto, durante a Gltima década, os
procedimentos de diagnésticos para a deteccao de microsporidios foram alterados
notavelmente. O diagndstico das microsporldioses em amostras teciduais pode ser
dificil por varias razoes, entre elas, pelo pequeno tamanho dos esporos (comprimento
médio de 5 micrébmetros) e pela presenca do parasita por vezes sem resposta
inflamatéria tecidual*?. As metodologias de ELISA e Western Blotting sdo os métodos
sorologicos e tém sido uteis para o diagndstico de microsporidioses em animais de
laboratério e humanos imunologicamente competentes. No entanto, o teste de
sorologia com o emprego dessas metodologias perdeu importancia, apos a
descoberta de novas espécies de microsporidios em seres humanos e animais e em
individuos imunodeficientes, que ndo podem expressar respostas de anticorpos
significativos ou especificas??.

Com relacao as amostras clinicas, os microsporidios podem ser diagnosticados
em amostras de urina, escarro, lavado broncoalveolar, liquido biliar, aspirado
duodenal e fezes, sendo que também podem ser identificados em colheitas e
raspagens de tecido de mucosa sinovial, cornea, conjuntiva, e secrecao nasal, além
de biopsias traquiobronquial, do intestino delgado, seio paranasal, figado, musculos
em colecistectomia e liquidos cefalorraquidiano. Espécimes frescos devem ser
colhidos para cultura de células e para estudos moleculares; em casos de infeccéo
disseminada é recomendavel que a urina seja enviada para analise?’.

As espécies mais comuns de microsporidios que infectam os humanos sao o
E. cuniculi o E. bieneusi. Este ultimo ainda néo foi cultivado a longo prazo em culturas,
e isso € 0 que tem impedido o progresso em encontrar um agente antimicrosporidial
contra esta infeccdo importante*!. No caso do paciente ter comprometimento do
sistema imune, a melhor forma de diagnosticar microsporidiose é a utilizacdo da
reacdo de cadeia em polimerase (PCR, em inglés), com a combinacdo desses

métodos ja citados acima. Esses metodos moleculares séao utilizados em amostras
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fecais, biopsia intestinal, aspirado duodenal ou bile para indicar a presenca dos

microsporidios*?.
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5 RESPOSTA IMUNE CONTRA PATOGENOS INTRACELULARES

5.1 Imunidade Inata e adaptativa/adquirida

A funcéo primordial do sistema imunologico € identificar as estruturas proprias
do organismo e proteger, bem como identificar as ndo préprias e combaté-las*3.
Quando ha uma resposta coletiva e organizada desse sistema frente a introducéo de
algum antigeno, ela é designada resposta imunolédgica. Este sistema € composto
pelas imunidades: inata e adaptativa®*.

s

A imunidade inata € caracterizada como a primeira linha de defesa contra
microrganismos. Essa resposta imune € importante na protecdo contra microbios
formadores de pus (piogénicos), ou seja, infecgbes bacterianas, fungos e parasitas
multicelulares. Os granuldcitos, principalmente, os neutrofilos, o0 sistema
complemento, as células Natural Killers (NK), entre outros, sdo componentes celulares
importantes desta imunidade*3.

A primeira linha de defesa contra qualquer patdgeno intracelular é mantida
pelos componentes da imunidade inata, de forma inespecifica. A resposta inata &
realizada por meio de proteinas séricas e receptores de superficie em diversos tipos
celulares como os (TLR: toll-like receptors), que sdo uma familia de proteinas
transmembranicas de tipo | que formam uma parte do sistema imunoldgico inato. Nos
vertebrados também possibilitam a adaptacdo do sistema imune. Os TLRs foram
descobertos no invertebrado mosca-da-fruta (Drosophila melanogaster) e sdo os
responsaveis do reconhecimento de varias vias de padrbes de reconhecimento de
patégenos (PAMPs pathogen-associated molecular patters, em inglés) e expressados
por um amplo espectro de agentes infecciosos. Monécitos, macrofagos e neutréfilos
fagocitam patdgenos microbianos e estimulam a resposta de citocinas dando como
resultado o desenvolvimento da imunidade inata ou natural, a resposta inflamatéria e
medeiam a efetiva imunidade adaptativa. Sua funcéo, em resumo, é o reconhecimento
do patégeno e a estimulacdo da resposta imunoldgica contra agentes patologicos, 0s
guais sdo capazes de agir de forma imediata a agentes invasores como
microrganismos ou substancias estranhas®.

Os macrofagos teciduais sdo uma populacdo heterogénea de células
residentes em todos os tecidos do corpo que contribuem para a manutencédo da

homeostase e desencadeiam a ativacao imune em resposta a estimulos lesivos. Essa
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heterogeneidade pode estar associada a funcdes especificas do tecido, no entanto, a
presenca de populacdes distintas de macrofagos dentro do mesmo microambiente
indica que a heterogeneidade dos macréfagos também pode ser influenciada fora da
especializacdo de tecidos?®.

Funcionalmente, os linfocitos T dividem-se em linfécitos T auxiliares ou helpers
(LTh), linfocitos T citotoxicos (LTc) e linfocitos T supressores (LTs). Cada um deles
possui receptores caracteristicos, também eles, identifichAveis por técnicas
imunolégicas e que apresentam funcdes especificas. Os linfocitos T citotoxicos séo
importantes para resposta imune celular, pois atacam diretamente as células
estranhas que expressam o MHC-I e destroem a célula infectada ou sob dano, através
da destruicdo da sua membrana celular. Esta resposta imunitaria especifica baseia-
se na ativacdo e ataque das células CD8+4* 47,

Algumas bactérias como Mycobacterium tubercucolis e Legionella pneumophila
possuem a capacidade de resistir a fagocitose e de se replicar no interior dos
fagdcitos, estimulando a producdo de IL-12. Esta citocina ativa as células NK que
passam a produzir IFN-y com a finalidade de aumentar a producdo de substancias
microbicidas no interior dos fagocitos. As células NK também sdo capazes de
identificar células infectadas por virus (diminuicdo expressao de moléculas MHC-I) e
promover a destruicdo destas através da liberacdo de perforina e granzima, que
culmina na apoptose da célula alvo e eliminacdo do agente infeccioso. Existem
pacientes com auséncia ou deficiéncia na atividade de células NK. Nesses individuos
deficientes de células NK, séo relatadas infec¢des virais recorrentes por Varicella
Zoster Virus, Herpes Simplex Virus, Epstein Barr Virus, Cytomegalovirus e Papilloma
Virus, uma vez que a resposta de células NK contra células infectadas é de extrema
importancia no combate aos virus?°.

Diversos patégenos sdo capazes de se replicar no interior dos fagdécitos (p.ex.
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophila, Toxoplasma gondii,
Leishmania) e podem ser destruidos mediante participacdo das células T CD4*. Os
agentes infecciosos presentes dentro de vesiculas no citoplasma da célula podem
entrar na via de processamento e apresentacdo de antigeno via molécula de MHC de
classe Il. As células T CD4 gue reconhecem este complexo sao ativadas e produzem
IFN-y que ird aumentar a atividade microbicida no interior dos fagdcitos®°.

Tendo em vista que alguns agentes infecciosos sdo capazes de permanecer

vivos no interior dos fagocitos, muitas vezes pode haver a formagéo de granulomas.
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Esta estrutura é formada predominantemente por macrofagos e linfécitos T, e tem a
finalidade de evitar a disseminacao do patdgeno, mas que muitas vezes pode culminar
em um processo inflamatoério intenso levando destruicdo e substituicdo do tecido
danificado pela fibrose?°.

J& os patdgenos que tém a capacidade de se replicar no citoplasma da célula
infectada (exemplo: virus da Hepatites A,B,C,D e E), ou mesmo 0s agentes
infecciosos que escapam dos fagossomos ou impedem a formacgéo do fagolisossomos
(p.ex Listeria monocytogenes, Trypanosoma cruzi), podem ser eliminados pelas
células T citotéxicas (T CD8). Estes patégenos podem entrar na via de processamento
e apresentacao de antigenos via molécula de MHC-I e ativar os linfocitos T CD8, que
irdo produzir granzima e perforina, que por sua vez destruirdo as células-alvo
infectadas®.

A imunidade adquirida é desenvolvida quando entramos em contato direto ou
indireto com determinantes antigénicos capazes de induzir resposta imunolégica.
Seus principais componentes incluem os linfécitos B e T, 0s quais induzem a resposta
imune humoral e celular, respectivamente?4.

A imunidade humoral € mediada por células B que amadurecem e se
diferenciam em plasmacitos, que por sua vez sdo responsaveis pela producao de
secrecdo dos anticorpos. Os anticorpos reconhecem e neutralizam antigenos
microbianos e os preparam para serem eliminados, sendo o principal mecanismo de
defesa contra micro-organismos extracelulares e suas toxinas. A imunidade celular é
mediada pelas células T (CD4+ e CD8+) que promovem a destruicdo de
microrganismos intracelulares, como virus e algumas bactérias que sobrevivem e
proliferam no interior de fagécitos, ou a destruicao das células infectadas para eliminar
0s reservatorios da infeccdo. As infeccbes que desencadeiam as hepatites virais
ativam diretamente a imunidade celular?®, jA que a maioria dos patégenos sdo
intracelulares facultativos e/ou obrigatérios.

Apesar da exposicdo continua do figado a patdégenos, toxinas e antigenos
alimentares, sabe-se que a resposta imune adaptativa do figado favorece a inducao
da tolerancia imunoldgica, acarretando na diminuicdo do processo pro-inflamatorio.
De fato numerosos estudos demonstraram que: (1) os antigenos alimentares
derivados do trato gastrointestinal s&o tolerados no figado; (2) transplantes de 6rgéos
hepaticos alogénicos sédo aceitos através das principais barreiras do complexo de

histocompatibilidade (MHC) 1; (3) a pré-exposicdo as células doadoras atraves da veia
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porta de animais receptores aumentou sua aceitacao de tecido solido; e (4) a pré-
exposicdo de antigenos solUveis pela veia porta leva a tolerancia imunoldgica
sistémica. Entretanto os mecanismos de tolerancia imune sistémica induzida pelo
figado ndo sdo bem compreendidos, embora vérias hipoteses, incluindo apoptose de
células T, desvio imunolégico e supressao ativa, tenham ganhado algum suporte com

estudos experimentais?®.
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6 ASPECTOS IMUNITARIOS NAS MICROSPORIDIOSES

Com relacdo a encefalitozoonose, evidéncias indicam que a imunidade
mediada pelas células T € a mais importante no combate do organismo hospedeiro
contra E. cuniculi, que foi demonstrado através dos efeitos letais dos microsporidios
em pacientes com imunodeficiéncia de células T. As células T produzem interleucinas
(IL), que conferem um mecanismo defensivo que facilita a fagocitose imunomediada
pelos macréfagos*. Tanto os linfécitos T CD4+ como os CD8+ sdo importantes na
resposta imune contra a encefalitozoonose. A deficiéncia em linfécitos T CD4+ nédo
causou morte nos camundongos knock out (KO) CD4-/-, porém todos os
camundongos KO CD8-/- morreram pela infeccdo por E. cuniculi®2, Portanto, os
linfécitos T CD8+ sao especialmente importantes no combate a infeccdo e na
sobrevida do hospedeiro®. A imunidade mediada pelas células T CD8+ ¢é
indiretamente dependente das células T CD4+, ja essas células produzem fatores de
inflamacéo, como as citocinas do tipo Th1l:IFN-Y, IL-2 e IL-1232%0, Além disso, o
mecanismo mais eficaz da acdo e eliminagcédo da célula infectada pelo E. cuniculi é
através da atividade citotoxica, mediada pelos linfécitos T CD8, através da via das
perforinas. De fato, a auséncia deste mecanismo imuntario causou Obito em
camundongos experimentalmente infectados com E. cuniculis?.

Complementarmente, na encefalitozoonose, foi verificado que as células B tém
importancia na mediacdo da resposta imune®l. Estudo anterior que investigou a
resposta imune celular contra a encefalitozoonose verificou mudancas tanto nos perfis
celulares como nos niveis de citocinas identificadas em camundongos apos a
transferéncia adotiva de células B-1, sugerindo que estas células possuem papel
importante na regulacdo da resposta imune contra estes patdgenos. Assim, a
transferéncia de células B-1 confere maior resisténcia a encefalitozoonose
experimental induzida por via oral nos camundongos do genétipo BALB/c XID%2.

Os anticorpos derivados da resposta imune adaptativa sdo fundamentais para
a resposta imune no combate a infeccdo, sendo capazes de opsonizar 0s
microsporidios, tornando-os facilmente alvos para os macréfagos, que neutralizam a
sua atividade e inibem a infeccéo de novas células hospedeiras®3. No caso da infeccdo
por E. cuniculi, a producdo de imunoglobulinas G (IgG) em animais imunocompetentes
ocorre durante as duas primeiras semanas pos-infeccdo. O pico de producédo €

atingido as 5-6 semanas e geralmente persiste por toda a vida do hospedeiro 3% 49,
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Durante a infeccéo por E. cuniculi, o titulo de IgM aumenta e o de IgG diminui,
porém, animais com infec¢des recorrentes podem manifestar alteracdes na producao
de anticorpos®. A presenca de IgM é indicativa de infeccéo ativa (aguda, reativada ou
reinfeccdo) pelo que se deve optar por instituir terapia especifica nessa situagdo. A
presenca de IgG indica infeccéo cronica. A titulacdo diferenciada de anticorpos IgM e
IgG da-nos, por isso, uma ideia do estado da infec¢do. Contudo, a maioria dos testes
de rotina sé consegue detectar anticorpos do tipo IgG®®.

Os anticorpos maternos contra E. cuniculi passam para a descendéncia através
do colostro conferindo protecédo aos coelhos até as 4 semanas de idade®?, mas entre
as 4 e as 8 semanas 0s animais tornam-se seronegativos®®. A soroconversdo em
resposta a uma infec¢ao ativa ocorre em animais jovens entre as 8 e as 10 semanas
de idade, e acredita-se que nesta fase a infeccdo é transmitida por contato com a
progenitora®*.

Estudo anterior experimentalmente em camundongos demostrou que a doenca
metabdlica diabetes mellitus tipo 1 (DM) induzido pela estreptozitocina aumenta a
susceptibilidade a encefalitozoonose causada por E. cuniculi. Neste estudo, foi
demonstrado que o DM diminui a populacéo de células imunes, tais como células B-

1, B-2 e T CD4+, que estavam associados a baixos niveis da citocina IFN-y®°,
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7 JUSTIFICATIVA

E sabido que os esporos de E. cuniculi possuem ampla variedade de
hospedeiros entre os mamiferos e tem a capacidade de se disseminar em multiplos
tecidos. A encefalitozoonose € uma doenca subdiagnosticada, sendo necessario a
utilizacdo de técnicas de laboratério altamente sensiveis e especificas para o
diagndstico confirmatério®?.

Pesquisas realizadas com outros patégenos inoculados por via oral®!
mostraram que a resposta imune da mucosa intestinal possui um papel critico na
protecdo de hospedeiros infectados, o que foi também demonstrado para
microsporidios em estudo realizado por Moretto et al. (2004)°’. Porém, existe uma
lacuna quando se pensa quais respostas imunes 0s microsporidios podem induzir em
diferentes érgaos, em especial em pacientes com doencas hepaticas ou que sofreram
transplante de 6rgaos, jA que ambas condicbes favorecem infec¢des por patdgenos
oportunistas. Em estudos experimentais, foi verificado que o padrédo de disseminacao
do parasita depende da via de infeccédo, como observado por Moretto et al. (2015)%8,
no qual animais infectados por via oral apresentaram menores cargas parasitarias no
baco e no figado do que os que receberam uma dose infecciosa por via intraperitoneal.
Além disso, resultados de um estudo experimental sugerem que a encefalitozoonose
€ provavelmente € uma doenca caracterizada pela laténcia, podendo reativar, infectar
varios érgaos, como os rins, sistema nervoso central (SNC) e figado, em individuos
imunodeprimidos®.

O modelo experimental usando camundongos e E. cuniculi vem sendo
desenvolvido como forma de se investigar e responder as lacunas existentes frente a
resposta imunolégica devido ao fato deste mimetizar a infeccdo humana?9:51:52,59-62,

O figado é o principal 6rgdo onde passam todos as substancias vindas do
intestino, e possui um microambiente Unico. O figado contém a maior populacéo
absoluta dos macréfagos teciduais do organismo de mamiferos®. De fato, a
distribuicdo dos macréfagos hepaticos (células de Kupfer) nos sinusoéides hepaticos
permite que estas células estejam em maior contato com as células sanguineas®*. Até
0 presente momento, ndo estdo disponiveis dados cientificos sobre a relagéo, o papel
ou a importancia dos macréfagos hepaticos na infecgcdo por E. cuniculi e na
encefalitozoonose. Ainda, ndo existem informacdes sobre a dindmica da infeccéo,

persisténcia, laténcia e replicacéo de E. cuniculi nas células de Kupfer.
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Apesar de trabalhos na literatura cientifica terem observado lesdes hepaticas
na encefalitozoonose experimental?®:°1.5259-62 " 3 caracterizagdo da resposta imune na
hepatite em individuos com encefalitozoonose, bem como em varias outras doencgas
infecciosas (virais, bacterianas e por protozoarios), ainda nao foi esclarecida. Sendo
assim, no presente projeto é proposto um modelo murino experimental de
investigacdo da caracterizacdo dos subtipos celulares da resposta imune hepatica e
esplénica contra E. cuniculi. Adicionalmente, quantificamos as principais citocinas que

poderiam estar relacionadas com essa resposta imune contra E. cuniculi.

8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo geral

Caracterizar a resposta imune associada a hepatite causada pela infec¢ao por
E. cuniculi em camundongos C57BL/6 imunocompetentes e imunossuprimidos por

ciclofosfamida.

8.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar e quantificar fenotipicamente as células do sistema imune
(TCD4+, TCD8+, B, Macrofagos e Células Dendriticas) por citometria de
fluxo no figado;

e Caracterizar e quantificar fenotipicamente as células do sistema imune
(TCD4+, TCD8+, B, Macrofagos e Células Dendriticas) por citometria de
fluxo no baco;

e I|dentificar e quantificar as citocinas Thl, Th2 e Th17 envolvidas na resposta
imune hepética em de amostras de figado e soro por citometria de fluxo;

e Documentar a hepatite granulomatosa através da histopatologia.
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9 METODOLOGIA

9.1 Tipo de Pesquisa

O presente estudo caracterizou-se como pesquisa experimental in vivo,
realizada no laboratério de Biologia Molecular e Celular da Universidade Paulista
(UNIP-SP), a partir da utilizagcdo de camundongos linhagem C57BL/6 e esporos de E.

cuniculi.

9.2 Animais

Camundongos C57BL/6, do género masculino specific pathogen-free (SPF),
com quatro semanas de idade, foram infectados pela via intra-venosa (1.V.) na veia da
cauda com volume de 50 ul contendo 1.107 esporos de Encephalitozoon cuniculi
diluidos em solugdo PBS 1x. Foram utilizadas seringas e agulha de insulina estéreis
e descartaveis. Os experimentos foram conduzidos no biotério da Universidade
Paulista, que possui estrutura bem como certificacdo para manutencdo de animais
SPF. Todos os animais foram alimentados com racdo e agua estéreis. A maravalha
estéril foi trocada duas vezes por semana. Os animais SPF utilizados no experimento
de citometria de fluxo foram adquiridos do biotério da Universidade Federal de Séao
Paulo (CEDEME, UNIFESP).

9.3 Patégeno

Os esporos de E. cuniculi utilizados para a infec¢éo foram obtidos da empresa
Waterborne® Inc. (New Orleans, LA, USA), cultivados em células renais de coelho
(RK-13, ATCC CCL 34) em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), piruvato, aminoacidos ndo-essenciais e gentamicina (20mg/ml). As culturas
foram incubadas a 37°C, com 5% de CO2 no Laboratorio de Cultura Celular da
Universidade Paulista. A cada 07 (sete) dias, o sobrenadante da cultura foi coletado e
centrifugado por 30 minutos a 1500 rpm para obtencdo dos esporos contidos no
sedimento, que foram ressuspensos em PBS com 0,1% de Tween 20 e centrifugado

com Percoll a 50%. Os esporos coletados do sobrenadante foram lavados 3 vezes em



35

solucéo tampao fosfato-salina (PBS) armazenados a 4°C. Para contagem dos esporos

E. cuniculi foi utilizada a camara de Neubauer®®,

9.4 Imunossupressao

O protocolo de imunossupressdo adotado foi o estabelecido por Lallo e
Hirschfeld (2012)%2, com pequenas modificacdes, onde os camundongos receberam
uma dose semanal de 75 mg/kg de ciclofosfamida por via intraperitoneal (Genuxal®,
Asta Médica Oncologia, Sdo Paulo, Brasil), iniciada no dia da inoculacéo do patégeno

e mantida por todo o periodo experimental.

9.5 Infeccao Experimental

Os animais divididos em 4 grupos: Grupo Infectado — camundongos inoculados
com E. cuniculi com 7 animais; Grupo Cy-Infectado — camundongos imunossuprimidos
com ciclofosfamida e inoculados com E. cuniculi, com 6 animais; Grupo Cy-Nao-
Infectado — camundongos imunossuprimidos com ciclofosfamida e nao-inoculados
com 4 animais; e Grupo Nao-Infectado — camundongos ndo inoculados e néo
imunossuprimidos com ciclofosfamida com 3 animais, foram mantidos sob as mesmas

condi¢cGes®?.

9.6 Necropsia, colheita de amostras

Aos 30 (trinta) dias pods-infecgdo (DPI), os animais foram submetidos a
eutanasia pelo aprofundamento anestésico para tal foi administrado por via
intraperitoneal utilizando-se mistura de quetamina (40 mg/Kg), xilazina (8 mg/Kg) e
fentanil (4 mg/Kg). Em seguida, foi realizado pingamento até a verificagdo da auséncia
de sensibilidade. Porteriormente, a necropsia foi iniciada com a puncdo cardiaca
através da abertura do tGrax com tesoura, coletando-se até 1 (um) mL de sangue, que
foi posteriormente dividido em 2 (duas) aliquotas para determinacdo da carga
parasitaria (dados ndo demonstrados) e obtencdo do soro apos centrifugacdo. Em

seguida, foram injetados 50mL de solucdo PBS 1x estéril pela via intracardiaca. O
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figado foi colhido e processado para a citometria de fluxo (protocolo abaixo), além de

congelado para dosagem de citocinas e carga parasitaria.

9.6.1 Citometria de fluxo e analise fenotipica dos componentes imunoldgicos

O figado foi transferido para tubo falcon de 15 mL com solucdo salina
balanceada de Hanks (HBSS) em soro fetal bovino a 2% e colocado em gelo até a
dissociacao com cell strainer de 70 micrometros. Em seguida foi utilizado tampé&o de
hemolise para lise das hemacias. Subsequentemente, as amostras foram
centrifugadas a 500g em solucéo de percoll 37% em HBSS1x. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas por 30 (trinta) minutos a 4°C com 0s seguintes anticorpos
monoclonais: anti-CD19 de camundongo conjugado a Allophycocyanin — APC
(Ebioscience), anti-CD45 de camundongo conjugado — BV605 (Biolegend), anti-CD4
de camundongo conjugado a PerCP, anti-CD8 de camundongo conjugado a FITC,
anti-F4/80 de camundongo conjugado — PEC y7a (Ebioscience), anti-CD11b de
camundongo conjugado — APCCy7 (BD Biosciences). As amostras processadas de
figado e baco foram posteriormente marcadas com anticorpos para a identificacédo das
células: macrofagos hepaticos e esplénicos (F4/80+, CD11lb+, CD11c-), células
dendriticas hepéticas e esplénicas (F4/80+, CD1l1lc+, CD11b-), linfécitos TCD4
(CD45+, CD4+), linfocitos TCD8 (CD45+, CD8+) e linfécitos B (CD45+, CD19+).

9.7 Histopatologia

Foram colhidos fragmentos do figado e baco para posterior fixacdo em solucéo
de formol tamponado a 10% por até 48 horas, que foramclivados e processados
rotineiramente, e finalmente embebidos em parafina para anélise histopatoldgica.

Posteriormente, fragmentos teciduais foram rotineiramente cortados em
fragmentos de 03 (trés) um de espessura. Os cortes foram dispostos em laminas de
vidro, corados pelas técnicas de hematoxilina-eosina (HE) e coloracdo de Gram-
Cromotrope (MOURA et al., 1996) e examinados pela microscopia de luz - Nykon
Eclipse E200, Tokio, Japdo?.
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9.8 Quantificacéo das citocinas

Foi colhido um fragmento do figado (200mg) de cada animal, que foi
submergido em tubo de polipropileno de 1,5mL contendo solucdo de inibidores de
protease (Sigma-Aldrich P8340-1ML) e congelado a —20°C. Posteriormente, o figado
foi descongelado, triturado (TissueRuptor Il, Qiagen, Germany) e centrifugado a
10.000 r.p.m. O sobrenadante foi coletado em novo tubo e congelado a —20°C para
posterior quantificacdo das citocinas. Além disso, o soro foi obtido apds
processamento do sangue colhido de cada animal e armazenado a —-20°C. Em
seguida, as amostras de figado e soro foram descongeladas e preparadas de acordo
com as normas técnicas determinadas pelo fabricante do kit “CBA Mouse
Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA) para deteccéo
de IL-2, IL- 4, IL-6, IL-10, IL-17, TNFa e IFN-y2%:51.52,

9.9 Analise Estatistica

As comparacdes estatisticas foram feitas pelo teste de analise de variancia
(ANOVA) de uma via, com teste posterior de Tukey. Para determinacédo dos intervalos
de confianca de 95% da média, as analises foram realizadas utilizando a ferramenta
bootstrap®. Em todos os casos, o nivel de significAncia adotado sera de a<0,05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa “GRAPHPAD PRISM”
versao 5.0 para Windows® (Graphdad Software).

9.10 Aspectos Eticos

Este estudo foi desenvolvido considerando-se 0s aspectos éticos pertinentes a
pesquisas envolvendo animais conforme a lei 6.638, de 08 de maio de 1979, que
estabelece normas para a pratica da vivissec¢ao de animais, bem como os Principios
Eticos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) de 1991, entidade
filiada ao International Council of Laboratory Animal Science (ICLAS)®. Todos os
experimentos foram aprovados pelo comité de ética da UNESP (Protocolo numero
FOA-201400578) e UNIP (CEUA 043-18).
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10 RESULTADOS

10.1 Histopatologia

Figura 2 - Camundongo. Figado. Hepatite granulomatosa multifocal leve a moderada. A, B, C e D (onde
a Figura B é a ampliacdo da Figura A e a Figura D é a ampliacdo da Figura C: Histopatologia das lesbes
microscépicas granulomatosas, predominantemente compostas por macrofagos, associadas a
inimeros esporos basofilicos em formato de bastéo de E. cuniculi no citoplasma de macrofagos e livres
(setas, aglomerados). Hematolixina e Eosina

No figado de todos os grupos Infectados e Cy-infectados (Figura A,B,C,D), foi
observada hepatite granulomatosa multifocal moderada, associada a esporos
basofilicos de E. cuniculi, aléem de vacuolizacdo hidropico-vacuolar difusa no
citoplasma dos hepatocitos. Os esporos foram observados aglomerados em clusters
ou isolados, principalmente na regido central do processo inflamatério granulomatoso.
No grupo Infectados, foi observada hepatite multifocal, composta predominantemente
por macrofagos, e linfécitos. JA no grupo Cy-infectados foi observada hepatite
multifocal, composta por células morfologicamente compativeis com macréfagos.

Além disso, a quantidade e tamanho dos granulomas, bem como areas de necrose
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associadas, foram mais intensas somente no grupo de animais infectados e
imunossuprimidos.

No grupo Cy, foi observada vacuolizagao hidropico-vacuolar difusa no citoplasma
dos hepatocitos. No grupo N&o-Infectado ndo foram observadas alteracdes
microscopicas no figado.

10.2 Componentes imunitarios do Figado

A andlise fenotipica das popula¢des celulares no figado incluiu a quantificacéo
de macréfagos, células dendriticas, linfécitos T CD4+, CD8+ e B+.

10.2.1 Linfécitos TCD4+, TCD8+ e B no Figado

Em relacéo aos linfécitos TCD4+ e TCD8+, houve um aumento significativo no

grupo Infectados em comparacédo com os demais grupos (Figura 03).
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Figura 3 — Quantificacdo de linfocitos TCD4+ e TCD8+, detectados no figado de Camundongos
C57BL/6 imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A anélise
de variancia ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente
significantes p<0,001**,
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Em relacdo aos linfécitos B+, houve um aumento significativo no grupo

Infectados em comparacao com os demais grupos (Figura 4).
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Figura 4 — Quantificacdo de linfécitos B+, detectados no figado de Camundongos C57BL/6
imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos p<0,001.
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10.2.2 Macrofagos no Figado

Foi identificado aumento significativo dos macrofagos em todos os grupos em

relacdo ao grupo controle ndo imunossuprimido (Figura 05).
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Figura 5 — Quantificacdo de macréfagos detectados no figado de Camundongos C57BL/6
imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre o0s grupos infectados e seus respectivos controles p<0,05*%; p<0,0001***,
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10.2.3 Células Dendriticas no Figado

A identificacdo fenotipica das células dendriticas ndo revelou alteracfes

significativas (Figura 06).
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Figura 6 — Quantificacdo de células dendriticas no figado de camundongos C57BL/6 imunossuprimidos
com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de variancia ANOVA de
uma via com pods-teste de Tukey ndo revelou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
infectados e seus respectivos controles.

10.3 Componentes imunitarios do Bago

A andlise fenotipica das populacdes celulares no baco incluiu a quantificacao

absoluta de macréfagos, células dendriticas, linfécitos T CD4+, CD8+ e B+.

10.3.1 Linfécitos TCD4+, TCD8+ e B+ no Bago

Em relacdo ao linfocito TCD4+, houve uma reducédo significativa dos grupos

Infectado-CY e CY em relac&o aos grupos controle e ao Infectado (Figura 07).
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Figura 7 — Quantificacdo de linfécitos TCD4+, presentes no bago de Camundongos C57BL/6,
imunossuprimidos com Cy (+) ou nédo (-) e inoculados (+) ou nao (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com poOs-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos infectados e seus respectivos controles p<0,001**, p<0,0001***,

Houve um aumento significativo dos linfocitos TCD8+ somente no grupo

Infectados em relacéo ao grupo Cy-néo infectado (Figura 8).

CD45+, CD&+

0' T
+ + - -

Ciclofosfamida + - + -

Baco - Linfocitos TCD8+

E. cuniculi

Figura 8 — Quantificacdo de linfécitos TCD8+, presentes no baco de camundongos C57BL/6,
imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou nao (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos infectados e seus respectivos controles p<0,05*.
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Houve uma reducéo significativa dos linfécitos B+ nos grupos Infectado-CY e

CY em relacdo aos grupos controle e ao Infectado (Figura 09).
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Figura 9 — Quantificacdo de linfocitos B+ presentes no baco de camundongos C57BL/6,
imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com pés-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos infectados e seus respectivos controles p<0,0001***,
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10.3.2 Macrofagos no Bago

Houve um aumento significante dos macrofagos do grupo Cy-Infectado em

relacdo aos grupos Infectados e controle (Figura 10).
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Figura 10 — Quantificacdo de macréfagos presentes no bago de camundongos C57BL/6,

imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou nao (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com poOs-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos infectados e seus respectivos controles, p<0,001**,
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10.3.3 Células Dendriticas no Baco

N&o houve diferencas significativas da quantificacdo das células dendriticas

(Figura 11).
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Figura 11 - Quantificacdo de células dendriticas no baco de Camundongos C57BL/6,
imunossuprimidos com Cy (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou nao (-) com E. cuniculi. A analise de
variancia ANOVA de uma via com pos-teste de Tukey ndo revelou diferengcas estatisticamente
significantes entre os grupos infectados e seus respectivos controles.
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10.4 Citocinas
10.4.1 IFN-y e TNFa no figado

A infeccéo por E. cuniculi aumentou os niveis de IFN-y e TNFa no figado de
animais do grupo Infectados e grupo Cy-Infectado em relacdo aos demais grupos néao

infectados (Figura 12).
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Figura 12 — Niveis de citocinas TNFa, IFN-y detectadas no figado de camundongos imunossuprimidos
com Cy (+) ou nao (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de
uma via com pos-teste de Tukey revelou diferengas estatisticamente significantes entre os grupos
infectados e seus respectivos controles, p<0,05*.
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10.4.2 IL-6 no figado

A quantificacdo da citocina IL-6, revelou diferenca significativa do grupo

Infectado e grupo Cy-néo infectado, em relacéo ao grupo Controle (Figura 13).
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Figura 13 — Niveis da citocina IL-6 detectada no figado de camundongos imunossuprimidos com Cy
(+) ou néo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de varidncia ANOVA de uma via
com pos-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05*.
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10.4.3 IL-2 no figado

N&o foram observadas diferencas significativas da citocina IL-2 (Figura 14).
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Figura 14 — Niveis da citocina IL-2 detectada no figado de camundongos imunossuprimidos com Cy
(+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de varidncia ANOVA de uma via
com pos-teste de Tukey ndo revelou diferencas estatisticamente significantes.
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10.4.4 IL-10 no figado

Com relacdo a citocina IL-10, houve um aumento significativo no figado de

todos os grupos em relagao ao grupo controle ndo infectado (Figura 15).
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Figura 15 — Niveis de citocina IL-10 detectada no figado de camundongos imunossuprimidos com Cy
(+) ou ndo (-) e inoculada (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de uma via
com pas-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05, p<0,001**,
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10.4.5 IL-4 e IL-17 no figado

Os valores das citocinas IL-4 e IL-17 nos diferentes grupos experimentais nao

foram estatisticamente significantes (Figura 16).
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Figura 16 — Niveis de citocina IL-4 e IL-17 detectadas no figado de camundongos imunossuprimidos
com Cy (+) ou nao (-) e inoculados (+) ou nao (-) com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de
uma via com poés-teste de Tukey nao revelou diferencas estatisticamente significantes.

10.4.6 IFN-y e TNFa no Soro
O patégeno aumentou os niveis séricos de IFN-y nos grupos Infectados quando

comparados aos grupos controle e Cy-néo Infectado (Figura 17).

~ 604 —
E

Ch

el

z

L

— 204

+
+
1

i

E. cunfciil
Ciclolosfamida =

Soro

Figura 17 — Niveis de citocinas IFN-y detectadas no Soro de camundongos imunossuprimidos com Cy
(+) ou nao (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de variancia ANOVA de uma via
com pos-teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes para a citocina IFN-y
p<0,05*, p<0,001**, p<0,0001***,
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N&o foi observada diferenca estatistica da citocina TNF-a, apenas um aumento

biologicamente significante (Figura 18).
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Figura 18 — Niveis de citocinas TNF-Q detectadas no Soro de camundongos imunossuprimidos com
Cy (+) ou néo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de variancia ANOVA de uma
via com pos-teste de Tukey ndo revelou diferencas estatisticamente significantes.
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10.4.7 1L-10 no Soro

A citocina IL-10 n&o foi detectada no soro de nenhum dos grupos experimentais

(Figura 19).
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Figura 19 — Niveis da citocina IL-10 detectada no Soro de camundongos imunossuprimidos com Cy
(+) ou néo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de varidncia ANOVA de uma via
com pos-teste de Tukey ndo revelou diferengas estatisticamente significantes.
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10.4.8 IL-6 no Soro

N&o houve uma diferenca significativa da citocina IL-6 em todos os grupos

comparados aos controles (Figura 20).
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Figura 20 — Niveis da citocina IL-6 detectada no soro de camundongos imunossuprimidos com Cy (+)
ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de variancia ANOVA de uma via com
pos-teste de Tukey ndo revelou diferencas estatisticamente.
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10.4.9 IL-2, IL-4, e IL-17 no Soro
N&o houve aumento significativo das citocinas IL-2, IL-4 e IL-17 de todos grupos

em relacdo ao grupo Nao Infectado (Figura 21).
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Figura 21 — Niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17, detectadas nos soros de camundongos
imunossuprimidos com Cy (+) ou nao (-) e inoculadas (+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A andlise de
variancia ANOVA de uma via com poés-teste de Tukey nao revelou diferengas estatisticamente
significantes.
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11 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a resposta do sistema imune do figado e baco
contra a infecgdo intravenosa por E. cuniculi em camundongos C57BL/6
imunossuprimidos com ciclofosfamida. Os resultados, inéditos na literatura, indicam
que as alteracdes celulares foram mais significantes no grupo infectado quando
comparados aos animais nao imunossuprimidos.

As taxas de mortalidade decorrentes de doencas hepéticas estdo aumentando
no mundo®’. De acordo com dados do Reino Unido, a doenca hepatica é a quinta
principal causa de morte depois de doencas cardiacas, acidente vascular encefalico,
doencas respiratérias e o cancer®®. Na Asia, as doencas hepaticas foram a oitava
causa de morte em 2016%°. No Brasil, de acordo com dados do DATASUS, de 2001 a
2016 as doencas hepaticas ocuparam o oitavo lugar no ranking de mortalidade®.

Em 1987, foi descrito o primeiro caso de hepatite por E. cuniculi em um paciente
de 35 anos infectado pelo HIV, com contagem de CD4 = 48 células/mm e sarcoma de
Kaposi’t. Desde entdo, as microsporidioses tem sido descrita como doencas
oportunistas, principalmente em pacientes transplantados, diabéticos, criancas e
idOSOSZQ‘ 53,72, 73, 74.

A ciclofosfamida é um farmaco citotoxico que se liga ao DNA e induz a
apoptose, causando mielossupressdo e diminuindo as populacdes de neutrofilos,
linfocitos, hemacias e plaquetas, suprimindo a resposta das células T e B’’. Outras
reacdes adversas importantes da ciclofosfamida incluem: a toxicidade hematolégica,
a insuficiéncia renal’®, a hiponatremia’’, o comprometimento neurolégico’®, a
amenorreia’, a menopausa precoce®’, a perda de cabelo® e a hepatotoxicidade®?.

Os resultados da citometria de fluxo do presente estudo demonstram que no
baco do grupo CY houve efeito linfotoxico, com diminui¢ao significante dos linfécitos
TCD4+ em relagéo aos grupos infectado e controle; diminuigéao significante de TCD8+
em relagdo em grupo infectado; e diminuig&o significante dos linfécitos B em relagéo
a todos os outros grupos. Adicionalmente, no figado do grupo CY, foi observado
aumento significante das citocinas IL-6 e IL-10 em comparac¢éo ao grupo controle.

Estudos anteriores sobre a encefalitozonose murina sugerem a ciclofosfamida
como droga imunossupressora (linfotéxica) e imunomoduladora, em compartimentos
de linfocitos, podendo rapidamente esgotar as células B e T, sendo seguido pela

recuperacgao, proliferacdo e mobilizacdo extensiva da medula 6ssea, de acordo com
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0 6rgdo?°. Observamos, no presente estudo, que as populacdes de linfocitos B+,
TCD4+ e TCD8+, reduziram significantemente no figado e no baco com a infeccéo
por E. cuniculi associado ao tratamento imunossupressor pela ciclofosfamida na dose
de 75mg/kg/semana pela via intraperitoneal. Interessantemente, também observamos
gue as populacdes de macrofagos diminuiram com a infeccdo e a ciclofosfamida no
baco, sugerindo migracdo e maturacdo de mondcitos para outros locais, como o
figado. Entretanto, estudos mais aprofundados sobre a migracdo de fagocitos poderéo
confirmar essa hipétese.

A literatura cientifica descreve que os efeitos do tratamento com a
ciclofosfamida determinaram um quadro de encefalitozoonose bem mais grave, porém
sintomas como ascite acentuada e lesdes histopatolégicas mais intensas?® o que foi
diferente dos resultados obtidos com camundongos atimicos e SCID, que possuem
deficiéncia acentuada das células T2°%°, Ambos estudos identificaram uma maior
suscetibilidade a encefalitozonose nos animais infectados e tratados com
ciclofosfamida?®: 59.60. 69,

A hepatotoxicidade é uma reacdo adversa da ciclofosfamida que normalmente
ocorre em altas doses®'. Quando a hepatotoxicidade ocorre em baixas doses, a
reacao é classificada como rara, mas séria®?. A faléncia hepatica aguda ja foi relatada
com a ciclofosfamida na dose de 200mg em paciente adulto com glomerulonefrite
progressiva secundaria a granulomatose de Wegner.

Outro fator que pode ser monitorado e associado a hepatotoxidade é a taxa de
sédio. Considera-se hiponatremia uma desordem de eletrdlitos identificada na pratica
clinica’®. Embora muitos casos sejam leves ou relativamente sintomaticos, considera-
se a hiponatremia de importancia clinica, aquela com alta morbidade e mortalidade.
Embora no presente trabalho ndo tenhamos quantificado os fatores eletroliticos, o
aumento da citocina IL-10 no grupo imunossuprimido indica que a ciclofosfamida
causou um efeito hepatotoxico com a administracdo continua por 30 dias.

Estudo anterior?®, no qual se pesquisou o papel da célula B-1, na resposta
imune de camundongos infectados pela via oral, observou-se reducéo na populacao
de linfocitos T CD4+ no bacgo. Além disso, foi observada uma acentuada redugéo no
percentual dessas células em todos os animais infectados, resultado semelhante ao
nosso. Também houve diminuicdo no percentual de linfécitos TCD8+ em
camundongos BALB/c e XID+B-1 infectados pelo E. cuniculi No presente estudo,

houve aumento significativo de TCD8+ somente no grupo infectado, demonstrando
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tanto um efeito indutor de resposta imune devido a infeccédo por E. cuniculi, como
também o efeito linfotoxico da Cy no grupo CY-infectado. Como utilizamos
camundongos considerados geneticamente imunocompetentes (C57BL/6), é provavel
gue este seja o motivo da diferenca dos dois estudos experimentais.

A resposta imune protetora contra a encefalitozoonose € mediada por linfécitos
TCD8+3284 corroborando os achados do presente estudo, com aumento significativo
dos linfocitos TCD8+ no figado somente com a infec¢éo por E. cuniculi, reforcando o
importante papel dos linfécitos T na resposta imune contra a encefalitozoonose.
Estudos anteriores demonstraram aumento das populacfes de linfocitos T CD4+,
CD8+ e células B+ em resposta a inoculacdo oral e intraperitoneal de E. cuniculi,
evidenciando a importancia dos linfocitos na imunidade inata e adquirida contra a
encefalitozoonose?®°2.0bservamos que a ciclofosfamida reduziu as populacdes de
células B+, TCD4+ e TCD8+ no grupos Cy e Cy-Infectado no figado e baco, sendo
estas falhas as provaveis responsaveis por tornar estes animais mais suscetiveis a
encefalitozoonose®°.

Estudos experimentais sobre a encefalitozoonose descrevem a importancia da
via de infeccdo para a eficaz resposta imune, conduzidos com o0 emprego da
inoculacdo por via intraperitoneal®®%184 Em geral, as microsporidioses séo
transmitidas pela rota oro-fecal, através da ingestdo dos esporos dos microsporidioss?.
A resposta do sistema imune contra o E. cuniculi é diretamente influenciada e
dependente da velocidade da multiplicacdo do patdgeno do tipo de resposta imune do
hospedeiro. Em nosso estudo, os resultados da histopatologia indicam que, apesar do
qguadro aparentemente assintomatico dos animais, houve disseminacéo da infec¢cao
para multiplos 6rgdos, como figado, baco, encéfalo e pulmdes (resultados néo
apresentados). No entanto, também houve grande mudanca no perfil das populacées
de células B+ e macréfagos no figado apds a infeccdo. Esses dados diferem dos
observados no estudo prévio, onde utilizou-se a via intraperitoneal para infec¢céo?,
reforcando o importante papel da resposta imune especifica se diferencia para cada
orgao em combate a encefalitozoonose.

A producdo de anticorpos contra microsporidios contribui com a resisténcia e
facilita a opsonizacédo, neutralizagéo e fixagdo de complemento, os quais habilitam a
fagocitose de esporos, contribuindo com a eficiéncia da resposta imune®. Assim, as
células B+ devem contribuir com a imunidade contra os microsporidios ja que sao

produtoras de IgM, uma imunoglobulina pentamérica com 10 sitios de ligagédo
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antigénica, fator que favorece a opsonizacao, fagocitose, apresentacédo antigénica e,
consequentemente, a atividade de linfocitos TCD8+ e TCD4+2°. De forma geral, 0s
macréfagos reconhecem patdégenos e respondem secretando fatores de inflamacéo,
como quimiocinas e citocinas, que por sua vez recrutam novas células de defesa,
incluindo mondécitos para combater infecgdes®. Em estudo anterior®? foi observado
gue nos camundongos BALB/c inoculados com E. cuniculi por via intraperitoneal
ocorre um aumento de macrofagos no periténio, assim como observamos no figado
no presente estudo. Mais uma vez, evidencia-se que o0 aumento da populacao
macrofagica no figado pode estar relacionado com evolucdo favoravel para o
hospedeiro e desfavoravel ao patogeno em condi¢cées de imunocompeténcia.

Estudos prévios mostraram que a deficiéncia de células B-1 aumenta a
suscetibilidade de encefalitozoonose em camundongos Balb/c XID, favorecendo a
disseminacao de fungos. De fato, a transferéncia de células B-1 para camundongos
XID permitiu uma resposta mais eficiente contra o patdégeno, provavelmente
promovendo a regulagdo de citocinas pré-inflamatorias, dando mais evidéncias do
papel das células B-1 no aumento de citocinas pré-inflamatérias?®.

Para uma resposta imunitaria eficaz, os macréfagos atuam numa cascata
sequencial e coordenada para remover um microrganismo patogénico, resolvendo
inflamacdo e reparando o tecido danificado. Quando o dano tecidual ocorre,
macréfagos residentes de um determinado tecido liberam citocinas inflamatérias, além
de quimiocinas, e recrutam células efetoras, tais como o0s neutrofilos.
Subsequentemente, os macréfagos no local danificado regulam positivamente a
expressao de genes, como Retnla, Chil3, e Argl, que sdo importantes no contexto da
reparacdo tecidual e de processos anti-inflamatérios®”: 8,

A ativacao de células TCD8+ tem sido associada a liberacédo de IL-12, que
também é importante funcéo das células dendriticas®®. Além disso, alguns estudos ja
relataram que as células dendriticas da mucosa do intestino desempenham um papel
essencial na inducao de receptores homing intestinal preferenciais, como CCR9 em
células Tl A liberacdo destes receptores por células dendriticas intestinais é
mediada pelo acido retinoico®2%, portanto, em estudos subsequentes, as populacdes
de células dendriticas da mucosa intestinal infectadas por E. cuniculi, comparando as
populacdes de CD11b e CD8. As células dendriticas da mucosa intestinal sdo capazes
de produzir a citocina IFN- y em resposta a infeccdo por patdogenos intracelulares,

ativando a resposta linfocitica citotoxica®®.
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O Toxoplasma gondii e os virus das hepatites B e C sédo patdégenos
intracelulares que estimulam respostas imunes polarizadas envolvendo perfis de
citocinas Thl (mediadores pré-inflamatorios), como IL-12, IFN-y e o éxido nitrico. A
imunidade contra a toxoplasmose € em grande parte mediada por células T. As células
T CD8 + desempenham um papel importante como linfécitos efetores contra o
parasita, enquanto as células T CD4 + sdo importantes para regular as respostas
imunes ao T. gondii e ambas atuam sinergicamente, fornecendo uma imunidade
protetora que permite a sobrevivéncia do hospedeiro durante a infecgéo crénica. O
IFN- y é critico para mediar a imunidade protetora contra o0 Toxoplasma e, durante a
infeccdo cronica, as células T CD8 + sdo uma importante fonte dessa citocina, o que
é essencial para controlar a reativacéo do parasita®®. Comparativamente, a eliminacéo
da infeccdo dos HBV e HCV exige respostas de células T CD4 + e CD8 + vigorosas
durante a fase aguda da infeccdo®*. De fato, os resultados do presente estudo e a
literatura sugerem que a encefalitozoonose ocorre quando ha depresséo de TCD4+ e
TCD8+%2,

Com relacao as células TCD4+ e TCD8+, houve um processo pro-inflamatorio
disseminado. Se compararmos com outros estudos experimentais sobre
encefalitozoonose, verifica-se que as vias de inoculacdo do patégeno influenciam
diretamente na ativacdo da resposta imune adaptativa?®51:52,

Estudos com outros patdégenos intracelulares, como o T. gondii demostraram o
papel importante da citocina IFN- y, que pode ser produzida por TCD4, TCD8, células
NK, bem como neutréfilos®®. A producédo desta citocina é crucial para a ativacéo de
macrofagos e, portanto, para a efetiva resposta imune contra T. gondii.
Interessantemente, na infeccao por E. cuniculi a resposta imune também é mediada
por IFN-y, dentre outros. Os resultados do presente estudo demostraram aumento
significativo do IFN-y com a infeccdo intravenosa e imunossupressao por
ciclofosfamida, tanto no soro quanto no figado, sugerindo que quanto maior a carga
parasitaria, maior o dano celular, com maior producao e citocinas, como 0 IFN-y.
Resultados de estudos anteriores reforcam essa hipdtese sobre IFN-y na
encefalitozoonose?®325152 Assim, sugerimos que para o figado desempenhar um
papel importante na resposta imune contra E. cuniculi, ocorre ativagcdo massiva de
macroéfagos, provavelmente devido ao aumento de IFN-y, pela resposta do
microambiente hepatico ser mais efetiva, ja que as células de Kupfer séo células com

capacidade de apresentacdo de antigenos (APCs)%3 64,
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As citocinas Thl, como IFN-y e IL-12 sdo importantes para a imunidade
protetora contra varios agentes patogénicos intracelulares virais, bacterianos e
parasitérios, incluindo a infecgéo por E. cuniculi32353841 De fato, na encefalitozoonose
experimental murina houve aumento de IFN-y e IL-6 no soro de camundongos BALB/c
com 14 dpi e IFN-y com 21 dpi®°. Além disso, em outro estudo, em camundongos do
genatipo XID infectados com E. cuniculi submetidos a transferéncia adotiva de células
B-1, foi verificado um importante aumento no soro das citocinas pré-inflamatorias IFN-
Y, IL-2, TNF-a e IL-6, sugerindo um importante papel destas citocinas na capacidade
de resposta imune contra a encefalitozoonose®.

A IL-6 € uma citocina helicoidal de 184 aminoacidos. Essa proteina é
sintetizada por fibroblastos, mondcitos, macrofagos, células T e células endoteliais. A
producéo e secrecao de IL-6 pode ser induzida em processos inflamatérios, tais como
por estimulacdo de receptor de tipo Toll TLR-4, pelo lipopolissacarido ou apos
estimulacdo das células pela citocina IL-1 ou pelo fator de necrose tumoral TNFa®. A
IL-6, que foi inicialmente chamada de fator estimulante de células B-2, induz a
diferenciacdo de células B ativadas em células plasméticas produtoras de
imunoglobulina (lg). A IL-6 também é um modulador importante das funcdes efetoras
das células T CD4 +, modulando, assim, a resposta imune celular na infec¢éo pelos
retrovirus. A IL-6, em combinacdo com o fator de crescimento transformante (TGF)-f3,
induz preferencialmente a diferenciacdo de células T CD4 + nativas em células Th17
e inibe o desenvolvimento de células T reguladoras induzidas por TGF-B(Treg).
Portanto, a IL-6 €& considerada um dos fatores-chave que contribuem para a
modulacdo da resposta imune adaptativa contra retrovirus apés a estimulacdo do
ligante especifico TLRY".

Além disso, em resposta a estimulagdo dos TLR, células linfoides e néo
linfoides podem produzir citocinas pré-inflamatérias. Assim como as citocinas TNF-a
e IL-1, a IL-6 é considerada uma citocina pro-inflamatéria muito importante induzida
por agonistas dos TLR®”. A IL-6 é uma citocina multifuncional, sendo importante para
iniciar a imunidade inata e regular as respostas imunes adaptativas, estando envolvida
na protecdo contra patégenos virais durante uma infeccdo®’. Adicionalmente, nas
infec¢bes por retrovirus, a IL-6 tem um efeito importante sobre a sobrevivéncia e
proliferacéo das células T CD4. A IL-6 retém a expressédo de Bcl-2 de células T CD4
e, assim, prolonga a sobrevivéncia celular em culturas de células T in vitro. Também

foi demonstrado que a IL-6 protege as células TCD4 da morte celular induzida por
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ativacdo pela inibicdo da expressao da via Fas/FasL. A IL-6 aumenta a proliferacéo
de células T durante a ativacdo das mesmas e, portanto, foi descrita como uma
molécula coestimuladora para ativacdo de células T. As células TCD4 especificas do
antigeno também se expandem mais vigorosamente in vivo se a IL-6 exdgena for
fornecida durante a imunizacao®®.

Adicionalmente, a IL-6 também desempenha um papel critico no
desenvolvimento da memoéria de células T CD4+ em infecgBes virais, como na hepatite
C, que atualmente é uma das causas mais prevalentes de hepatopatias®® em todo
mundo®-%, No entanto, inimeras evidéncias também revelam as propriedades anti-
inflamatorias desta citocina citotipica. Por exemplo, em um modelo de pancreatite,
demonstrou-se que a deficiéncia de IL-6 leva a uma resposta inflamatoéria mais grave.
A auséncia de IL-6 também leva a niveis melhorados de IFN-y em resposta a
administracdo sistematica de endotoxina LPS em camundongos e a administracdo de
IL-6 recombinante pode inibir este efeito. Portanto, a IL-6 € capaz de regular as
condicGes proé e anti-inflamatdrias, além de contribuir para a homeostase imune®’%,
Os resultados do presente estudo sugerem que o aumento da citocina IL-6 no figado
e soro esteja provavelmente relacionado a resposta imune contra E. cuniculi, bem
como a acéo da ciclofosfamida.

As células de Kupfer sdo uma populacéo tolerogénica de APCs no figado e
podem desempenhar um papel importante nos mecanismos de tolerancia imunoldgica
sisttmica mediada pelo figado. As células de Kupfer expressam as citocinas
imunossupressoras IL-10 e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que
estdo envolvidos na geracdo de um ambiente Unico de citocinas, induzindo
principalmente a tolerancia dos linfécitos infiltrados no figado*®. Os resultados do
presente estudo sobre a ndo observacéo de diferencas significantes entre os grupos
experimentais das populacbes de células dendriticas no figado podem estar
associados a capacidade complementar de apresentacdo de antigenos conhecida
pelas células de kupfer,

Estudo anterior verificou que a expressdo génica do RNA mensageiro da
citocina IL-10 aumentou nos esplendcitos de camundongos infectados in vitro com E.
cuniculi. Como a citocina IL-10 tem sido associada a regulacéo da resposta imune Thl
em outros modelos de doengas infecciosas, € possivel que desempenhe um papel

semelhante na infecgdo por E. cuniculi?,
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Nossos resultados mostraram que a infeccdo por E. cuniculi e a
imunossupressao por ciclofosfamida aumentaram os niveis de IL-10 no figado - mas
NAao no soro - significativamente comparados ao controle. Assim, considerando os 30
dias de infecc¢éo por E. cuniculi, concluimos que a IL-10 atue na resolugdo da cascata
pré-inflamatoéria no figado.

Outros patogenos intracelulares, como o VHB, podem induzir o aumento da IL-
10 pelo figado. De fato, a infeccdo cronica pelo VHB induz ao aumento dos niveis
séricos de IL-10. Houve uma estreita correlacdo temporal entre niveis de IL-10, a
carga viral para o VHB e a hepatite. Além disso, o bloqueio de IL-10 in vitro resgatou
as respostas de células T CD8 especificas de virus®®. Ainda, sugere-se que a
dosagem sérica de IL-10 possa ser utilizada indicador do insucesso do tratamento
com medicamentos contra o VHC em humanos, tornando a infecgdo crénica®.

Em conjunto, os resultados indicam um importante papel do figado na resposta

imune inata contra a encefalitozoonose.
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12 CONCLUSOES

O controle da infeccéo depende fortemente da eficiéncia da imunidade induzida
pelo microsporidio no 6rgéo efetor, a qual ndo esta ligada somente as caracteristicas
internas do hospedeiro, como também a capacidade de manipulacdo e evasao do
parasita na resposta imunoldgica. O presente estudo evidenciou que o estado de
imunossupressao induzido pela ciclofosfamida deixa o hospedeiro mais suscetivel a
disseminagédo do microsporidio no figado, assim como causa também toxidade aos
linfocitos e hepatdcitos. E escassa a literatura estabelecendo uma relagéo patologica
entre microsporidios e doencas hepaticas causadas por E. cuniculi em pacientes
imunossuprimidos. Desta forma, o presente estudo sobre encefalitozoonose
demonstrou uma maior suscetibilidade a encefalitozoonose em pacientes
imunossuprimidos, colocando este agente oportunista no espectro das hepatopatias
gue podem acometer os pacientes transplantados imunossuprimidos pelo uso da
ciclofosfamida.

A ativacdo do sistema imune contra E. cuniculi foi observada através do
aumento das populacfes celulares no figado e baco, associada ao aumento das
citocinas pro-inflamatérias no figado e soro, demonstrando direta correlacdo com a

atividade inflamatdria hepatica.
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