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Resumo

Microsporidios sdo agentes oportunistas descritos em individuos imunossuprimidos
pelo HIV ou qualquer tratamento supressor da resposta imune, também pode ocorrer em
transplantados, idosos e criangas. O Diabetes mellitus (DM) tem sido associado a
reducdo da resposta de células T, da funcdo de neutrofilos, alteracdo da imunidade
humoral determinando maior suscetibilidade as infeccdes. Por esta razdo, avaliou-se a
suscetibilidade de camundongos com diabetes induzidos com estreptozotocina (STZ) a
encefalitozoonose por E. cuniculi. Adicionalmente, avaliamos a encefalitozoonose em
camundongos diabéticos imunossuprimidos pelo tratamento com ciclofosfamida (Cy).
Para tal, camundongos C57BL/6 foram inoculados com 1x10” esporos de E. cuniculi
por via intraperitoneal, apds terem sido induzidos ao diabetes pela aplicacdo de STZ. A
analise da infeccdo e da resposta imune foi realizada por citometria de fluxo para
caracterizar as populacdes celulares na cavidade peritoneal e do baco e, ainda,
quantificou-se 0s niveis séricos de citocinas dos perfis Thl, Th2, Thl7. A analise
histopatoldgica foi feita em fragmentos de baco, figado, rins, pulmdes, encéfalo e

intestino delgado e se obteve a carga parasitaria do lavado peritoneal. Os animais



diabéticos infectados foram mais suscetiveis a encefalitozoonose, com maior carga
parasitaria e com lesdes e sintomas mais graves quando comparados aos ndo diabéticos.
Os animais diabéticos tinham menores quantidades de células B-1, B-2 e T CD4" no
periténio e T CD4" no baco, apresentaram altos niveis de 1L-6 e TNF-o. e baixos niveis
de IFN-y. Adicionalmente, os efeitos produzidos pelo diabetes e o tratamento com Cy
determinaram quadro de encefalitozoonose mais grave, com maior carga parasitaria,
sintomas como ascite e muitas lesdes, sendo a doenca especialmente grave nos
diabéticos imunossuprimidos com Cy. Concluimos que o diabetes induzido por STZ
tornou os camundongos mais suscetiveis a encefalitozoonose provavelmente por
apresentarem diminuico das populacdes de células B-1, B-2 e T CD4" e baixos niveis
de IFN-y, sendo que esta infeccdo oportunista podera ser considerada no &mbito do

diagnostico diferencial de co-morbidades em diabéticos.

Palavras-chave: Ciclofosfamida, Diabetes mellitus, Encephalitozoon cuniculi,

Imunossupressao.

Abstract

Microsporidia are opportunist pathogens, mostly in immunocompromissed individuals,
such as HIV infected people, pregnant women, diabetics and the elderly. People with
Diabetes mellitus (DM) have a decrease in T cells, neutrophils and a change in the
humoral immunity, and thus are more susceptible to infections. However, the
susceptibility of Encephalitozoon cuniculi infection in DM individuals was not
established yet. We investigated the susceptibility of encephalitozoonosis in diabetic

mice by estreptozotocin (STZ) inoculation and E. cuniculi intra-peritoneal infection. We



also investigated if cyclophosphamide (Cy) could increase the susceptibility of
infection. Flow cytometry was used to characterize the population of leukocytes and
phagocytes in the peritoneal cavity and spleen and to measure the serum levels of Thil,
Th2 and Th17 cytokines. Samples of spleen, liver, kidneys, lungs, brain and intestines
were collected for microscopic evaluation and parasite burden was counted in the
peritoneal lavage. Diabetic infected mice were more susceptible to encephalitozoonosis,
with more severe parasite burden, lesions and symptoms compared to non-diabetic
mice. B-1, B-2 and T CD4" cells decreased in diabetic infected mice, which was
associated with higher serum levels of IL-6 and TNF-a and lower levels of IFN-y
compared to the other groups. Infected, immunossupressed/diabetic mice had a more
severe encephalitozoonosis, associated with higher parasite load, symptoms (ascytis)
and lesions. Therefore, the results suggest that DM increases the susceptibility to
encephalitozoonosis by decreasing B-1, B-2 and T CD4" lymphocytes as well as IFN-y.

Encephalitozoonosis should be included as a risk disease in DM individuals.

Keywords: Cyclophosphamide, Diabetes mellitus, Encephalitozoon cuniculi,

Immunosuppression.



INTRODUGAO

O filo Microsporidia, constituido por mais de 1.200 espécies, pertence ao Reino
Fungi e compreende patdgenos intracelulares obrigatorios (Anane e Attouchi, 2010).
Alguns representantes deste filo foram considerados emergentes com a pandemia da
AIDS na década de 80, sendo as infeccBes associadas a diarreia e perda de peso em
humanos (Hinney et al.,, 2016). As espécies do género Encephalitozoon s&o
responsaveis por grande parte das microsporidioses prevalentes em humanos e nos
outros animais (Anane e Attouchi, 2010; Weiss, 2014). Varias sdo as sindromes clinicas
associadas com o0s géneros Encephalitozoon, Enterocytozoon, Nosema, Pleistophora,
Trachipleistophora, Anncaliia, Vittaforma, Tubulinosema, Endoreticulatus e
Microsporidium, responsaveis por ceratoconjuntivite, infec¢cbes pulmonares,
gastrintestinais, urinarias, musculares, neurologicas e infec¢do disseminada (Weiss,

2014).

A resposta imune contra o Encephalitozoon sp. é resultado da cooperacdo entre a
imunidade adaptativa e a imunidade inata (Khan e Didier, 2004; Moretto et al., 2004).
As células T sdo criticas para a protecdo contra a infeccao por E. cuniculi, em especial a
atividade de linfécitos T CD8" citotdxicos (Khan et al., 2001). Camundongos knockout
para células T CD8" morreram ap6s inoculacio do patdgeno, mostrando sinais de
doenca grave, tais como ascite, letargia e perda de peso. Em contraste, a infeccdo pelo
E. cuniculi de camundongos T CD4/ ndo resultou em qualquer mortalidade, da mesma
forma que os controles, sem deficiéncia de linfécitos, fato que reforca a importéncia das

células T CD8" (Valencakova e Halanova, 2012).

Encephalitozoon sp. é considerado um patégeno oportunista para individuos

imunossuprimidos pela terapia anti-TNF-a, por quimioterapia ou qualquer tratamento
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imunomodulador, também para transplantados, idosos e criangas (Didier e Weiss,
2011). As microsporidioses ndo sé@o limitadas ao status imunodeficiente, uma vez que
infecgBes por estes patdgenos sdo descritas em individuos imunocompetentes (Weiss,
2014). Um estudo recente, realizado para identificar parasitos nas fezes de 100 pacientes
diabéticos revelou 3 casos positivos para microsporidios (3%), em contraste com o
grupo controle sem diabetes que ndo teve positivos para microsporidios (Elnadi et al.,

2015).

O Diabetes mellitus (DM) é uma sindrome clinica associada a deficiéncia na
secrecdo e/ou na acdo da insulina. E considerado um problema de satde emergente do
século 21 e se estima atualmente cerca de 422 milhGes de diabéticos (OMS, 2016).
Além das complicacdes classicas, o0 DM tem sido associada a reducdo da resposta de
células T, da funcdo de neutréfilos, alteracdo da imunidade humoral e, como
consequéncia, 0 DM aumenta a suscetibilidade as infeccGes (Delamaire et al., 1997;

Geerlings e Hoepelman, 1999; Muller et al., 2005; Peleg et al., 2007; Martinez, 2016).

Algumas infec¢Bes sdo muito prevalentes em pessoas diabéticas, tais como as
infeccdes respiratorias por Streptococcus pneumonie, pelo virus da influenza e pela
tuberculose; infeccdes urinarias como a bacteriuria assintomatica, a cistite flngica e
enfisematosa, e as infec¢bes gastrintestinais por H. pylori, candidiase oral e esofagica.
Além de serem potencialmente mais graves, as doencas infecciosas em pacientes
diabéticos podem resultar em complicacbes metabdlicas, tais como hipoglicemia,
cetoacidose e coma (Kowalewska et al., 2016). Os pacientes com diabetes parecem ter
risco aumentado de bacteriuria assintomatica e infecgdo do trato urinario (Boyko et al.,
2002; Hu et al., 2004), infeccdo de pele, pé e de mucosas, incluindo infecgdes por

Candida (Calvet e Yoshikawa, 2001; Shah e Hux, 2003).
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Considerando-se que individuos diabéticos podem apresentar deficiente resposta
de células T e que sdo mais suscetiveis a certas infec¢des, foi objetivo do presente
estudo avaliar a suscetibilidade de camundongos diabéticos, induzidos pelo uso da
estreptozotocina (STZ), a encefalitozoonose determinada pela inoculagéo de E. cuniculi.
Adicionalmente, foi estudada a encefalitozoonose em camundongos diabéticos e
imunossuprimidos pelo tratamento com ciclofosfamida, considerando que a
imunossupressdo torna os individuos mais suscetiveis a encefalitozoonose e, portanto,

constituem o controle de positivo da infecgéo.
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MATERIAL E METODOS

Animais. Foram utilizados camundongos isogénicos SPF (specific pathogen
free), machos, da linhagen C57BL/6 com 8 semanas de idade, obtidos do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME) da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Brasil. Durante o periodo experimental
de 35 dias, os animais foram divididos em grupos com 5 animais cada, e permaneceram
no Laboratorio de Experimentacdo Animal da Universidade Paulista sob condicGes de
temperatura e umidade controladas em microisoladores, em condi¢cdes livres de
patdgenos, onde receberam racdo ad libitum peletizada irradiada e dgua esterilizada por
autoclavagem. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo Comité de

Etica em Pesquisa Animal da Universidade Paulista, sob nimero de protocolo 010/16.

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

contagem dos esporos de E. cuniculi foi empregada a cAmara de Neubauer.

Inducdo de Diabetes mellitus por estreptozotocina. O DM foi induzido pela
administracdo intraperitoneal (IP) de estreptozotocina (STZ), na dose de 50 mg/kg/dia,

durante 5 dias consecutivos, sendo que os animais foram mantidos em jejum durante 5h
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antes de cada injecdo (Chaudhry et al., 2013). Ap6s 10 dias do término do tratamento,
foram coletados 10 uL de sangue da veia da cauda de camundongos tratados, e 0s
valores glicémicos foram aferidos por glicosimetro Accu Chek Active — (Roche,
Mannheim, Germany). A condicao diabetes induzido foi considerada quando os animais
apresentaram taxa glicémica acima 250 mg/dL (Chaudhry et al., 2013), sendo esta data

considerada o tempo zero para o inicio da infec¢do experimental.

Tratamento com ciclofosfamida (Cy). O protocolo adotado foi estabelecido
por Lallo e Hirschfeld (2012), sendo que os camundongos tratados com Cy receberam
duas doses semanais de 75 mg/kg de ciclofosfamida, diluida em solucdo fisioldgica
0,9% esterilizada, por via intraperitoneal (Genuxal®, Asta Medica Oncologia, S&o
Paulo), iniciada no dia da inocula¢do do patégeno (tempo 0) e mantida por todo o

periodo experimental (35 dias).

Infeccdo experimental. Os animais foram divididos em grupos experimentais:
camundongos inoculados com E. cuniculi (Infectados); camundongos tratados com Cy e
infectados com E. cuniculi (Cy-Infectados); camundongos diabéticos e inoculados com
E. cuniculi (Diabéticos-Infectados), e camundongos diabéticos tratados com Cy e
infectados com E. cuniculi (Diabéticos-Cy-Infectados). A infec¢do foi realizada pela via
intraperitoneal com 1x10” esporos de E. cuniculi. Para todos os grupos foram mantidos
em caixas separadas, nas mesmas condicdes, controles ndo infectados com E. cuniculi
(Nao-Infectados, Cy-Nao-Infectados, Diabéticos-Nao-Infectados, Diabéticos-Cy-Nao-
Infectados). Semanalmente, durante todo o periodo experimental, o nivel glicémico,
temperatura e o peso foram aferidos para cada animal, no periodo da manha e sem jejum
prévio. Estes dados foram transformados em médias por grupo para a realizagdo da

analise comparativa.
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Necropsia e coleta de amostras. Aos 35 dias pds-infeccdo (DPI) experimental,
os animais foram submetidos a eutandsia pelo aprofundamento anestésico com a
utilizacdo de uma mistura de quetamina (50 mg/mL), xilazina (20 mg/mL) e fentanil
(0,05 mg/mL). A necropsia foi iniciada com a coleta de aproximadamente 1 mL de
sangue, por punc¢do cardiaca. Posteriormente, as células da cavidade peritoneal (PerC)
foram obtidas por sucessivas lavagens com 2 mL de tampé&o salina fosfatada (PBS)
suplementado com 2% de SFB, até completar 10 mL. Em seguida, a metade do baco foi
coletada e macerada em cell strainer. Fragmentos do baco, figado, rins, pulmdes,
encéfalo e intestino delgado foram fixados em formol tamponado em PBS a 10% por 72
horas, sendo entdo transferidos para alcool 70% e para posterior processamento e

analise histopatologica.

Carga parasitaria. Para comparar quantitativamente o grau da infeccdo nos
grupos experimentais foi realizada a quantificacdo de esporos de E. cuniculi presentes
no lavado peritoneal de camundongos infectados. O lavado peritoneal foi realizado
conforme descrito acima e foi centrifugado por 5 minutos a 500 g. O sobrenadante foi
removido e acrescentado 2 mL de tampdo hemolitico, por até duas vezes para
eliminacdo das hemaécias, a temperatura ambiente por 2 minutos. A seguir, foi acrescido
de 10 mL de PBS e novamente as amostras foram centrifugadas a 500 g por 5 minutos.
Apbs desprezar o sobrenadante, o sedimento foi diluido em 3 mL de PBS com 2% de
SFB e 10 uL foram separados para a contagem dos esporos. A visualizagdo e contagem
dos esporos foram feitas empregando-se o corante fluorescente Calcofluor.
Aleatoriamente foram contados 10 campos microscopicos com aumento de 400x e as

médias obtidas foram analisadas estatisticamente e representadas graficamente.
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Andlise fenotipica dos componentes imunolégicos. As células obtidas do bago
e do lavado da cavidade peritoneal foram centrifugadas a 550g por 5 minutos. O
sobrenadante foi removido e acrescentado 2 mL de tampédo hemolitico, até duas vezes
para eliminacdo das hemacias, & temperatura ambiente por 2 minutos. A seguir, foi
acrescido 10 mL de PBS e novamente as amostras foram centrifugadas a 550 g por 5
minutos. Foram acrescidos 3 mL de PBS e separada uma aliquota de cada amostra para
contagem celular em cdmara de Neubauer e da carga parasitaria. Entdo, apés nova
centrifugagéo, o pellet celular foi incubado por 20 minutos em banho de gelo com
anticorpo anti-CD16/CD32 para bloqueio dos receptores anti-Fc, em tampdo PBS
acrescido de 1% de albumina sérica bovina (Sigma) (PBS-BSA 1%). Apo0s este
procedimento, as células foram lavadas, divididas em duas aliquotas e, em seguida,
adicionou-se 0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD19 de camundongo
conjugado a Peridinin Chlorophyll Protein (PerCP) ou a Allophycocyanin (APC), anti-
CD23 de camundongo conjugado a Phyucoeritrin (PE), anti-F4/80 de camundongo
conjugado a APC. anti-CD11b de camundongo conjugado APC-Cyano Dye 7 (APC-
Cy7), anti-CD4 de camundongo conjugado PerCP e anti-CD8 de camundongo
conjugado a Fluorescein (FITC) (BD-Pharmingen, San Diego, CA), adequados para
determinacdo dos fenotipos celulares: macrofagos (CD19°CD11b*F4/80%), células B-1
(CD23CD19%), B-2 (CD23'CD19"), pré-fagécitos derivados de células B-1 (Pré-B-
1CDP) (CD19°CD11b*F4/80") (Almeida et al., 2001), linfocitos T CD4" (CD19°CD4")
e T CD8" (CD19CD8"). As células incubadas com os anticorpos monoclonais
conjugados aos fluorocromos ficaram sob refrigeracdo e protegidas da luz por 20
minutos. Finalmente, as células foram lavadas e ressuspendidas em 300 uL de PBS para
analise em citdbmetro de fluxo. Os dados foram adquiridos em citdmetro de fluxo

FACSCanto Il (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA), alocado na disciplina de
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Imunologia da UNIFESP e analisados utilizando-se o software FlowJo (FlowJo LLC,

Data Analysis Software, Ashland, OR).

Quantificacdo das citocinas. O soro foi obtido apds processamento do sangue
de cada animal, adquirido por puncdo cardiaca e armazenado a —20°C para uso
posterior. Ap6s o descongelamento, os mesmos foram preparados de acordo com as
normas técnicas determinadas pelo fabricante do “CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine
Kit” (BD Biosciences, CA, USA) para detecgdo de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFN-y
e TNF-a. Utilizou-se 25 pL de cada amostra que foram incubadas juntamente com as
beads de captura, especificas para cada citocina, conjugadas a APC e com o anticorpo
secundario conjugado a PE, por duas horas em temperatura ambiente protegidas da luz.
Posteriormente, as amostras foram lavadas, centrifugadas e ressuspendidas em tampéo
de lavagem, contido no kit, para analise de 2 cores por citdmetro de fluxo Accuri C6
Plus (BD Biosciences, Mountain View, CA). Os resultados foram apresentados através

do software de anéalise Fcap Array verséo 3.0.

Analise estatistica. As comparacdes estatisticas foram feitas por andlise de
variancia (ANOVA) e pelo teste posterior de Tukey. Adotou-se nivel de significancia
a=0,05 e os resultados cuja chance de erro foi menor que 5% foram destacados (p

<0,05).
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RESULTADOS

Camundongos diabéticos foram mais suscetiveis a infeccéo pelo E. cuniculi

Glicemia, peso e carga parasitaria. A infec¢do experimental de camundongos
diabéticos foi realizada para avaliar suscetibilidade a encefalitozoonose em doencas
metabolicas crénicas como o DM e, ainda, analisar o perfil da resposta imune nestas
condi¢des. Os animais tratados com STZ desenvolveram diabetes ap6s 10 dias do
término do tratamento, com indices glicémicos variando entre 300 a 450 mg/dL (Figura
1A). Durante a infeccdo, a hiperglicemia se manteve alta nos animais diabéticos,
infectados ou ndo, engquanto os animais nao-diabéticos mantiveram indices glicémicos
dentro da normalidade. Em relacdo ao peso corporal, observamos que os animais
diabéticos, infectados ou nao, tiveram médias de peso corporal menores que 0s animais
ndo-diabéticos, sendo a perda de peso progressiva e mais acentuada ao final do
experimento (Figura 1B). Ndo observamos alteracbes na temperatura corporal dos

animais experimentados (dados ndo mostrados).

Os animais do grupo Diabéticos-Infectados apresentaram discreto liquido
peritoneal serosaguinolento e esplenomegalia. Todos os controles ndo-infectados (N&o-
Infectados e Diabéticos-Nao-Infectados) e o grupo Infectados ndo manifestaram
quaisquer sintomas relacionados a infeccdo. O grupo Diabéticos-Infectados também
mostrou maior carga parasitaria quando comparado ao grupo Infectados, evidenciando
que o quadro diabético favoreceu a progressdo da infeccdo e determinou agravamento

da doenca (Figura 1C, 1D).
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Figura 1. Parametros glicémicos, peso e carga parasitaria de camundongos dos grupos
experimentais Infectados, N&ao-Infectados, Diabéticos-N&o-Infectados e Diabéticos-
Infectados. A) Variacdo da glicemia entre os grupos durante toda a fase experimental.
B) Variacdo do peso de camundongos Diabéticos—Infectados e Infectados e seus
controles saudaveis, durante o periodo experimental. A analise de variancia de uma via
ANOVA com pés teste Tukey revelou p < 0,01*** C) Carga parasitaria de
camundongos Infectados e Diabéticos-Infectados pelo E. cuniculi. Teste t ndo pareado
apresentando * p<0.01, comparando os grupos em cada periodo, separadamente. D)
Esporos observados no lavado peritoneal de camundongos Diabéticos-Infectados

corados pelo corante fluorescente Calcofluor.

Achados histopatoldgicos. Todos os animais infectados com E. cuniculi
(Diabéticos-Infectados e Infectados) apresentaram infiltrado inflamatério misto
distribuidos de forma difusa no parénquima hepatico (Figura 2A), em localizacdo
periportal ou sinusoidal (Figura 2B) ou em regido subcapsular (Figura 2C), tais
localizagdes indicam disseminacdo hematégena ou chegada do patdgeno da cavidade
peritoneal ao figado pela capsula hepéatica. Aglomerados de esporos foram observados
junto aos infiltrados inflamatérios ou isolados sem qualquer reac&o inflamatoria (Figura
2D), sendo estes encontrados somente no grupo Diabéticos-Infectados.
Independentemente do grupo infectado avaliado, houve predominio de infiltrado
inflamat6rio mononuclear, de forma eventual havia polimorfonucleares infiltrados com
predominio de, em especial eosintfilos (dados ndo mostrados). Poucas areas de necrose
de liquefacéo e de calcificagdo distrofica foram identificadas, distribuidas difusamente
no parénquima hepatico, além da presenca de megaldcitos. Os animais Infectados
apresentavam pneumonia intersticial crénica multifocal que variou de discreta (Figura
2E) a importante geralmente observada em Diabéticos-Infectados (Figura 2F),

acompanhada de reacdo estromal leiofibroblastica e infiltrado inflamatdrio
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peribronquiolar, por outro lado, poucos animais apresentavam pneumonia
granulomatosa (dados ndo mostrados). Todos o0s animais infectados apresentaram
nefrose. As lesdes renais menos comuns foram pielonefrite (Figura 2G), nefrite (Figura
2H) e a presencga de infiltrado inflamatdrio na gordura peri-renal (dados ndo mostrados).
Embora as lesbes observadas foram as mesmas, 0s animais diabéticos tinham
geralmente mais lesdes quando comparados aos ndo diabéticos. Os animais nédo

infectados estavam livres de lesdes teciduais.
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Figura 2. Fotomicrografias dos achados histopatoldgicos relativos a infeccdo pelo E.
cuniculi empregando-se a coloracdo de H-E. Infiltrado inflamatério nodular com
predominancia de células mononucleares no parénquima hepatico (A), em localizagdo
periportal hepatica ou sinusoidal (B), na regido subcapsular (C), e localizado no
parénquima com a presenca de esporos (D, seta). Pneumonia intersticial multifocal (E,
F). Pielonefrite (G). Nefrite (H).

Componentes da resposta imune na cavidade peritoneal e baco. A analise
fenotipica de células do periténio incluiu a quantificacdo de macrofagos, células B-1, B-
2, pré-B-1 CDP, linfocitos T CD4" e T CD8" e revelou alteragdes significativas na
comparagdo entre 0s grupos experimentais avaliados e seus respectivos controles, nos

periodos de observacao.

Houve diminuicdo significativa nas populacdes de células B-1, B-2 e T CD4"
mensuradas no periténio dos animais Diabéticos e Diabéticos-Infectados em relacdo aos
ndo-diabético (Infectados e Nao-Infectados) (Figura 3), evidenciando efeito relacionado

com o DM induzido por STZ.

Na analise das populacBes de células imunitarias frente a infeccdo pelo E.
cuniculi, observou-se que os animais dos grupos Infectados e Diabéticos-Infectados
tiveram aumento das populagbes T CD4" e T CD8" na comparagio com 0s grupos nao
infectados (N&o-Infectado e Diabético-N&o-Infectado) (Figura 3). Por outro lado, notou-
se diminuicdo significativa na populacdo de macréfagos nos grupos Infectados e
Diabético-Infectado em comparagdo com os demais grupos (Figura 3). Em relacdo a
infeccdo, ndo foi observada alteracdo nas populacdes de células B-1 e B-2. Os pre-
fagocitos B-1 CDP ndo foram quantitativamente modificados tanto pelo efeito do DM

induzido quanto pela infecgéo.
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Esses dados sugerem um possivel efeito supressor do estado diabético induzido
por STZ nas populagBes de linfécitos B e T CD4" na cavidade peritoneal, que pode

indicar uma resposta imune comprometida contra a infeccao.
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Figura 3. Avaliacdo das populacdes de células B-1 (CD23'CD19%), células B-2
(CD23°CD19%), pré-B-1 CDP (CD19°CD11b*F4/80%), linfécitos T CD4" (CD19°CD§8
CD4+), linfocitos TCD8" (CD19°CD4'CD8") e macréfagos (CD19°F4/80°CD11b")
presentes na cavidade peritoneal de camundongos com diabetes induzida por STZ ou
ndo e inoculados ou ndo com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de duas vias

revelou p<0,05*

No baco, observamos que os animais infectados (Infectados e Diabéticos-
Infectados) apresentavam, em média, maiores quantidades de células B-2, T CD4" e T
CD8" do que os animais ndo infectados (N&o-Infectados e Diabéticos-N&o-Infectados)
(Figura 4). Por sua vez, 0 DM induzido por STZ determinou menores quantidades de
células T CD4" nos grupos Diabéticos e Diabéticos-N&o-Infectados do que a observada
nos grupos ndo-diabéticos (Infectados e N&o-Infectados) (Figura 4). Para a populacao de

macrofagos nao foram observadas diferencas.
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Figura 4. Avaliacio das populacdes de células B-2 (CD23"CD19"), linfocitos T CD4*
(CD19°CD8'CD4"), linfocitos TCD8" (CD19CD4CD8") e macrofagos (CD19
F4/80"CD11b") presentes no baco de camundongos com diabetes induzido por STZ ou
ndo e inoculados ou ndo com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de duas vias

revelou p < 0,05*.

Perfil de citocinas séricas de camundongos diabéticos apds a infecgdo por E.
cuniculi. Foi observado que a infec¢do com E. cuniculi induziu aumento significativo
nos niveis de citocinas pré-infamatoria Thl. Em relacdo ao IFN-y, a citocina mais
amplamente descrita na resolucdo da encefalitozoonose, houve aumentou no grupo
Infectados, em relacdo aos demais grupos (Figura 5). J& os animais Diabéticos-

Infectados apresentaram altos niveis de IL-6 e TNF-a nos animais (Figura 5). Néo
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foram detectadas as citocinas IL-10 e IL-2 no soro dos camundongos e as citocinas IL-4

e IL-17A ndo mostraram alteracdes significativas (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Niveis de citocinas IL-6, IFN-y ¢ TNF-o detectados no soro de camundongos
com diabetes induzida por STZ (+) ou ndo (-) e inoculados (+) ou ndo (-) com E.
cuniculi. A anélise de variancia ANOVA de uma via com pds teste de Tukey revelou

diferengas estatisticamente significantes, p<0,05* e p<0,0001****,

Camundongos diabéticos immunossuprimidos com Cy foram mais suscetiveis a

encefalitozoonose causada por E. cuniculi

Glicemia, peso e carga parasitaria. Nos animais diabéticos tratados com Cy e
infectados (Diabéticos-Cy-Infectados) observou-se que 0s niveis glicémicos se
mantiveram altos durante o periodo de experimentacdo. Porém, ao final do experimento,
aos 35 DPI, houve reducéo significativa da glicemia no grupo Diabéticos-Cy-Infectados
(313 mg/dL) em comparacdo ao Diabéticos-Cy-Nao-Infectados (459 mg/dL) (Figura 6).
O mesmo foi evidenciado nos animais nédo diabéticos, sendo que o grupo Cy-Infectados

ao final do experimento tinha média glicémica de 142 mg/dL e o grupo Cy-N&o-
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Infectados tinha 210 mg/dL (Figura 6A). Estes dados revelaram que a encefalitozoonose
associada a imunossupressdao com Cy determinou, provavelmente, uma mudanca
metabolica que diminuiu os niveis glicémicos dos camundongos diabéticos indicando,
aparentemente, melhora na glicemia. Por outro lado, estes animais estavam mais
doentes e tinham maior carga parasitaria (Figura 6C), conforme sera detalhado abaixo.
Diferentemente do observado anteriormente, em camundongos ndo imunossuprimidos,
aqui, ndo houve diferenca no peso corporal de camundongos diabéticos ou ndo (Figura
6B), porém constatou-se uma ascite mais pronunciada, fato que poderia justificar a

auséncia na perda de peso apesar do estado doentio mais evidente.

Os animais do grupo Cy-Infectados apresentaram discreta colecdo de liquido
peritoneal serosaguinolento e esplenomegalia. Porém quando os animais diabéticos
foram tratados com Cy (Diabéticos-Cy-Infectados) a infeccdo determinou a ocorréncia
de sintomas mais graves, com grande distensdo abdominal, presenca abundante de
liquido peritoneal serosaguinolento e esplenomegalia. Estes animais também tinham
letargia e apatia. Embora nenhuma morte tenha sido observada neste periodo, como a
condicdo clinica era muito precaria foi realizada a eutanasia aos 35 DPI. Todos o0s
controles ndo-infectados (Cy-N&o-Infectados e Diabéticos-Nao-Cy/Nao-Infectados) ndo
manifestaram  quaisquer sintomas relacionados a infeccdo. Os animais
imunossuprimidos (Cy-Infectados) tiveram carga parasitaria 5 vezes maior que 0S
animais do grupo Infectado (Figura 6C), semelhante a observada nos animais
Diabético-Infectado. Por outro lado, os animais Diabéticos-Cy-Infectados tiveram a
maior carga parasitaria nos lavados peritoneais (Figura 6C), indicando que a associagdo
das condicGes diabetes e imunossupressdo tornou 0s animais mais suscetiveis a

infeccdo.
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Achados histopatoldgicos. As leses histopatoldgicas observadas nos animais
imunossuprimidos e infectados foram semelhantes as observadas nos animais néo-
imunossuprimidos, com infiltrado inflamatério menos expressivo (dados néo
mostrados). Adicionalmente, os camundongos tratados com Cy (Diabéticos-Cy-
Infectados e Cy-Infectados) tinham areas de degeneracdo hepatocelular leves (dados néo

mostrados).
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Figura 6. Parametros glicémicos, peso e carga parasitaria de camundongos tratados
com Cy, diabéticos e ndo-diabéticos, infectados ou ndo com E. cuniculi. A) Variagédo da

glicemia entre os grupos imunossuprimidos durante toda a fase experimental. B)
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Variacdo do peso durante o periodo experimental. C) Carga parasitaria do lavado
peritoneal dos animais infectados com E. cuniculi, diabéticos induzidos por STZ (+) ou
nédo (-) e tratado com Cy (+) ou ndo (-). Teste t ndo pareado apresentando p<0,05* e
p<0,01** (A e B) e anélise de variancia ANOVA com poés-teste de Tukey revelou

p<0,05° comparado ao grupo Néo-Infectados e p<0,01** comparado aos demais grupos.

Componentes da resposta imune na cavidade peritoneal e bago. Como era
esperado, o tratamento com Cy reduziu significativamente as populacdes de células B-1,
B-2, pré-B-1 CDP, T CD4" e T CD8" no peritonio nos camundongos Cy-N&o-
Infectados comparando com camundongos saudaveis N&o-Infectados, revelando seu
efeito supressor da resposta imune mediada por linfdcitos B e T (p<0,05, diferencas ndo
apontadas em graficos). O mesmo efeito imunossupressor foi observado no baco,
contudo a populagdo de macrofagos esplénicos aumentou em virtude do tratamento com

Cy (p<0,05, diferengas ndo apontadas em gréaficos).

Nos grupos imunossuprimidos foi observada diminuicdo significativa nas
populacdes de células B-2 mensuradas no peritdnio dos animais Diabéticos-Cy-
Infectados e Diabéticos-Cy-Nao-Infectados em relacdo aos ndo-diabéticos (Cy-
Infectados e Cy-N&o-Infectados) (Figura 7), evidenciando efeito do DM induzido por

STZ.

Apesar das populacdes celulares peritoneais estarem menores pelo uso da Cy, a
infeccdo com E. cuniculi determinou em média aumento nas populagdes de linfécitos T
CD4", T CD8" e de macréfagos de camundongos Cy-Infectados e Diabéticos-Cy-
Infectados em relacdo aos grupos nédo infectados (Cy-N&ao-Infectados e Diabéticos-Cy-
Nao-Infectados), evidenciando a importancia destas células na resposta imune contra 0s

microsporidios, apesar da imunossupressdo (Figura 7). Na andlise do baco, somente
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houve diferenca significativa nos perfis das células analisadas (B-2, macrofago,

linfocitos T CD4" e linfocitos T CD8™) (Figura 8).
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Figura 7. Avaliacdo das populacdes de células B-1 (CD23'CD19%), células B-2
(CD23°CD19%), pré-B-1 CDP (CD19°F4/80"CD11b"), linfécitos T CD4" (CD19°CD§
CD4+), linfocitos TCD8" (CD19°CD4CD8") e macréfagos (CD19°F4/80°CD11b")
presentes na cavidade peritoneal de camundongos imunossuprimidos, diabéticos
induzidos por STZ ou ndo e inoculados ou ndo com E. cuniculi. A andlise de variancia
ANOVA de duas vias revelou p<0,05*.

Figura 8. Avaliacdo das populagdes de células B-2 (CD23"CD19"), linfocitos T CD4*
(CD19°CD8'CD4+), linfécitos TCD8" (CD19'CD4'CD8") e macréfagos (CD19
F4/80°CD11b") presentes no baco de camundongos imunossuprimidos, diabéticos
induzidos por STZ ou ndo e inoculados ou ndo com E. cuniculi. A anélise de variancia
ANOVA de duas vias revelou p< 0,05*.
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Perfil de citocinas séricas de animais diabéticos tratados com Cy apoés a
infeccdo por E. cuniculi. A infeccdo pelo E. cuniculi aumentou os niveis séricos de
IFN-y e TNF-a nos animais Cy-Diabéticos-Infectados em relacdo aos demais grupos
(Figura 9). Os niveis de IL-6 e IFN- y aumentaram em animais Diabéticos-Nao-
Infectados (Figura 9), evidenciando efeito particular do DM induzido nestas citocinas.
Né&o foram detectadas as citocinas IL-2 e IL-10 nos soros dos camundongos avaliados e

as citocinas IL-4 e IL-17A ndo apresentaram mudancas significativas (dados ndo

mostrados).
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Figura 9. Niveis de citocinas IL-6, IFN-y e TNF-a detectados no soro de camundongos
imunossuprimidos com Cy e com diabetes induzida por STZ (+) ou néo (-) e inoculados
(+) ou ndo (-) com E. cuniculi. A analise de variancia ANOVA de uma via com pds
teste de Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05*, p<0,001*** e

P<0,0001%***,
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DISCUSSAO

Tem sido demonstrado que pacientes diabéticos apresentam varias
anormalidades funcionais e podem ter resposta imune insuficiente frente as infeccdes
bacterianas e micoticas (Boyko et al., 2002; Midiller et al., 2005; Peleg et al., 2007;
Martinez, 2016). Muitas alteracGes imunologicas estdo relacionadas com os niveis de
insulina/glicose no sangue, consequentemente hipoinsulinemia e hiperglicemia alteram
o funcionamento de 6rgdos linfoides (Delamaire et al, 1997). O timo de diabéticos sofre
atrofia, perda da relacdo cértico-medular, aumento da matriz extracellular e tem menor
expressao de quimiocinas CCL25 e CXCL12 (Nagib et al., 2010). Aparentemente estas
alteracdes sdo transitorias e sua real importancia para a evolucdo de infecgbes em
diabéticos ainda nédo estdo totalmente esclarecidas. No presente estudo, foi inoculado E.
cuniculi em camundongos com DM induzido por STZ e observamos que a carga
parasitaria, as alteracfes clinicas e as lesdes histopatologicas foram mais importantes
neles que nos animais ndo diabéticos, mostrando pela primeira vez que diabetes tipo |

tornou os animais mais suscetiveis a encefalitozoonose.

Microsporidios sdo patdégenos oportunistas predominantemente associados a
pacientes gravemente imunossuprimidos pelo HIV (Didier e Weiss, 2011). Além disso,
nos ultimos anos, ha relatos de microsporidiose associados com pacientes receptores de
transplantes de 6rgdos sélidos (Kicia et al., 2014), criancas e idosos (Muller et al., 2001;
Lores et al., 2002; Didier e Weiss, 2011). Até 0 momento, a Unica relacdo patoldgica
estabelecida entre microsporidios e diabetes foi o relato de um abcesso cerebral causado
por Encephalitozoon cuniculi genotipo | juntamente com Streptococcus intermedius que
ocorreu em um paciente sem imunossupressdo e com diabetes tipo 1. O microsporidio
foi confirmado no aspirado do abcesso e pela PCR de fezes e urina, e 0 paciente foi

tratado com albendazol e mebendazol com sucesso (Ditrich et al., 2011), assim a
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demonstracdo neste estudo de encefalitozonose mais grave em diabéticos coloca esta

agente oportunista no espectro das co-morbidades que podem acometer os diabéticos.

Os principais mecanismos patogénicos relacionados com a suscetibilidade de
individuos com DM as doengas infecciosas incluem - aumento da viruléncia de alguns
patdgenos por causa do ambiente hiperglicémico presente em tecidos de pacientes
diabéticos; menor producdo de interleucinas em resposta a infeccdo; reducdo da
qguimiotaxia e da atividade fagocitica, falta de mobilizacdo de leucdcitos
polimorfonucleares, glicosdria, dismotilidade gastrointestinal e urinaria (Casqueiro et

al., 2012).

No DM, a resposta imune inata contra infeccGes tem sido mais estudada que a
resposta imune adaptativa. Recentemente, foi demonstrado que camundongos com
diabetes tipo | (induzido por STZ) e tipo Il (decorrente de obesidade), tiveram infecgéo
por S. aureus mais grave que seus controles, sendo esta relacionada com defeito na
resposta humoral (Farnsworth et al, 2015). O aumento de taxas de infeccdo em
diabéticos também foi associado com diminui¢do da resposta imune mediada por

células T (Calvet e Yoshikawa, 2001; Shah e Hux, 2003).

Em nosso estudo, os animais infectados tiveram aumento das populacdes de
células T na cavidade peritoneal e no baco acompanhada por reducao de macréfagos no
peritbnio. Estudos prévios mostram que a resposta imune protetora contra a
encefalitozoonose é mediada por linfocitos T CD8" (Braunfuchsova et al., 2001; Khan
et al., 2001), corroborando os achados de nossa pesquisa e reforcando que a forte
resposta das linhagens de células T. Nosso grupo também demonstrou aumento das
populagdes celulares de linfocitos T CD4", CD8" e células B-1 em resposta a inoculagio

intraperitoneal de E. cuniculi, evidenciando a importancia dos linfécitos na imunidade

38



adquirida na encefalitozoonose. (da Costa et al., 2016). Entretanto, observamos que o
DM induzido por STZ reduziu as populagdes de células B-1, B-2 e T CD4" no peritonio
e de linfécitos T CD4" no bago sendo estas falhas as provaveis responsaveis por tornar
estes animais mais suscetiveis a encefalitozoonose. Assim, apesar da atividade imune T
dependente estar presente nos animais infectados diabéticos ou néo, a encefalitozoonose
mais intensa evidenciada pela carga parasitaria indica que a participacdo das células B-
1, B-2 e macrofagos € importante para a perfeita comunicagdo entre os elementos da

imunidade.

O efeito da glicose sobre o crescimento de Pseudomonas aeruginosa in vivo foi
testado utilizando camundongos com hiperglicemia induzida por estreptozotocina, que
tém significativamente maior indice de glicose das vias aéreas. A carga bacteriana em
animais hiperglicémicos foi maior do que nos animais controle quando infectados com
o0 tipo selvagem da bactéria. O pré-tratamento com metformina em animais
hiperglicémicos reduziu tanto a glicose das vias aéreas como a carga bacteriana. Estes
dados mostram que a presenca de glicose nas vias aéreas é um determinante critico no
aumento da carga bacteriana em animais diabéticos (Gill et al., 2016). Uma vez que 0s
animais diabéticos tiveram maior suscetibilidade a encefalitozoonose e maior carga
parasitaria talvez os altos niveis glicémicos possam ter contribuindo com a
sobrevivéncia e desenvolvimento de microsporidios, porém de forma diferente ao que €
atribuido as bactérias, jA& que sdo obrigatoriamente intracelulares. Estudos futuros

deverdo ser realizados com intuito de analisar esta possibilidade.

Observamos que 0 DM induzido com STZ diminui a populacdo de células B-1 e
B-2 do peritbnio. Em estudo anterior, nosso grupo demonstrou maior resisténcia a

encefalitozoonose em camundongos BALB/c e esta foi atribuida em parte ao aumento
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de células B-1 (da Costa et al. 2016). Os resultados encontrados sugerem que a
diminuicdo de células B-1 também pode ter contribuido para a maior suscetibilidade dos
animais diabéticos a encefalitozoonose. Embora, as células B-2 ndo tenham papel
primordial na encefalitozoonose, 0s niveis de anticorpos encontrados em animais
infectados por E. cuniculi sdo muito altos (Hinney et al., 2016), indicando sua
participacdo na resposta imune adquirida. Corroboram estas informagdes a diminuigéo
dessas células observada em animais com DM, sendo estes 0s mais suscetiveis a

encefalitozoonose.

As citocinas inflamatdrias desempenham um papel importante na infeccdo pelo
E. cuniculi pela ativacio de macrofagos e células T CD8" (Lawlor et al, 2010; Didier e
Khan, 2014). Em nosso estudo, os animais Infectados apresentaram um perfil de
citocinas Thl, destacando-se os altos niveis de IFN-y e TNF-a. O papel das citocinas na
resposta imunitaria as infec¢bes por microsporidios foi examinado em varios modelos
animais e em estudos in vitro (Salat et al., 2004; Jelinek et al., 2007). As citocinas Thl
(principalmente IFN-y) desempenham um papel importante durante as infecgdes por
microsporidios em camundongos imunodeficientes (Salat et al, 2006), reforcando os
resultados desse estudo. Os camundongos knockout para IFN-y ndo conseguem eliminar
a infeccdo pelo E. cuniculi (Khan e Moretto, 1999), mas a transferéncia adotiva de
esplendcitos aumenta a sua taxa de sobrevivéncia, sugerindo que o IFN-y produzido por

células NK é importante para eliminacdo de E. cuniculi (Salat et al., 2004).

Anteriormente, foi descrito que as células mononucleares de pessoas com DM
secretam mais IL-1 e IL6 frente a estimulacdo com lipopolissacaridios - LPS (Peleg et
al., 2007). Os nossos resultados mostraram que os camundongos com diabetes induzido

tiveram niveis maiores de IL-6 frente a infeccdo com E. cuniculi, corroborando essas

40



informagdes. Nos animais diabéticos e tratados com Cy também foi evidenciada uma
maior producéo de IL-6 na auséncia de infecgdo, o que reforca a possibilidade de que

um perfil mais pré-inflamatorio se estabelece pela indugdo do quadro diabético.

Por outro lado, descreve-se uma tendéncia a baixa secrecdo de interleucinas
como consequéncia dos defeitos intrinsecos das células de pacientes com DM
(Geerlings e Hoepelman, 1999; Geerlings et al, 2000). Entretanto, o aumento da
glicacdo pode inibir a producdo de IL-10 pelas células mieloides, assim como a
producdo de IFN-y e TNF-a por linfocitos T (Price et al., 2010). Os baixos niveis de
expressao de IL-10 privam os macrofagos do efeito anti-inflamatério desta citocina,
durante o Diabetes. Além disso, 0s niveis aberrantemente elevados de IL-12 apontam
para um perfil Thl pro-inflamatério, assim os precursores de macréfagos em ambiente
hiperglicémico ficam previamente direcionados para uma resposta Th1l, mesmo antes da

sua entrada em tecidos infectados ou nos locais inflamados (Mohammad et al., 2006).

Observamos que os animais Diabéticos-Infectados tiveram baixa producdo de
IFN-y, ao contrério do que foi visto nos animais ndo diabéticos, concordando com as
observac@es de Price et al. (2010). N6s especulamos que este defeito na resposta imune
de camundongos diabéticos, associado a diminuicdo das populagbes peritoneais de
linfécitos seja responsavel pela maior suscetibilidade deste grupo. Por sua vez, o
tratamento com Cy em camundongos diabéticos e infectados reverteu esta condicdo,
pois 0s animais diabéticos, infectados ou ndo, tiveram maior producdo de IFN-y,
sugerindo um papel imunomodulador de Cy. Entretanto, a populacdo de células T
CD8", principais efetoras da citotoxicidade contra E. cuniculi, estava muito reduzida e

este grupo estava mais doente que os outros infectados.
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Martinez et al. (2016) demonstram mortalidade mais rapida em camundongos
com diabetes induzido por STZ apds a infeccao intra-traqueal de Klebsiela pneumoniae.
Os animais recrutaram menos granuldcitos para o espaco aereo alveolar e produziram
menores quantidades de quimiocinas e citocinas CXCL1, CXCL2, IL-1B ¢ TNF-a. Este
resultado indica que a falha de recrutar rapidamente granulécitos para o local da
infeccdo € um mecanismo para a suscetibilidade de diabéticos a infeccéo respiratoria
por K. pneumoniae (Martinez et al., 2016). Ao contrario, nossos resultados mostraram
aumento de TNF-o em camundongos diabéticos infectados, porém como apontado
acima, esta ndo € a citocina mais importante na resposta imune contra a

microsporidiose.

Em trabalhos anteriores demonstramos que camundongos imunossuprimidos
com farmacos constituem modelos bioldgicos adequados para o estudo de
encefalitozoonose murina, uma vez que a supressdo da imunidade favorece a
encefalitozoonose (Lallo et al., 2002, Lallo e Bondan, 2005, Lallo e Hirschfeld, 2012).
A Cy é um alquilante citotdxico que se liga ao DNA e causa apoptose, assim atrasa e
suprime a resposta de células T e B, causa mielossupressdo, afetando neutréfilos,
linfécitos, hemacias e plaquetas (Brodsky, 2010). Observamos que as populacGes de
células B e T reduziram significantemente com o tratamento imunossupressor pela Cy,
adicionalmente, 0s animais imunossuprimidos tiveram maior carga parasitaria que 0s
animais ndo tratados com Cy, confirmando os resultados anteriores. O tratamento com
Cy tem um efeito diferencial em compartimentos de linfdcitos, podendo rapidamente
esgotar as células B e T, sendo seguido pela recuperacédo, proliferacdo e mobilizacdo
extensiva da medula éssea (Brode e Cooke, 2008; Emadi et al., 2009). Observamos que
a inoculacdo de E. cuniculi resultou em aumento de linfocitos T CD4", T CD8" e

macrofagos, fato que poderia ser explicado por este efeito rebote e pela estimulagdo
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produzida pelo patégeno, porém estas populagdes eram muito menores que as
observadas em animais ndo imunossuprimidos, fato que justifica sua maior

suscetibilidade a encefalitozoonose.

A somatoria dos efeitos produzidos pelo diabetes e o tratamento com Cy
determinou um quadro de encefalitozoonose bem mais grave, com grande carga
parasitaria, sintomas como ascite acentuada e muitas lesdes histopatologicas, a
semelhanca do que foi observado por outros autores em animais atimicos e SCID, 0s
quais possuem deficiéncia pronunciada de células T (Koudela et al., 1993, Didier et al.,
1994). Estes resultados reforcam que o diabetes induzido por STZ pode modular as
células do sistema imune e, em associacdo com drogas imunossupressoras torna mais o0s

individuos mais suscetiveis.

Inesperadamente, observamos que a encefalitozoonose associada a
imunossupressdo com Cy determinou, provavelmente, uma mudanca metabodlica que
derrubou os niveis glicémicos de camundongos diabéticos e ndo diabéticos. Esta claro
que microsporidios podem fortemente influenciar o ambiente biogquimico do
hospedeiro, sabe-se que existe um custo energético para 0 mesmo. Os microsporidios
utilizam ATP, ja que frequentemente eles aparecem rodeados por mitocondrias da célula
do hospedeiro, presumivelmente para utilizar o ATP celular (Weidner et al., 1999). Ja
foi visto que os microsporidios possuem uma mitocdndria remanescente, chamado
mitossoma. Existem 4 transportadores responsaveis pelo transporte de ATP, um deles
fica localizado na membrana dos mitossomas, assim o ATP produzido pela célula
hospedeira é transportado das mitocondrias para o citoplasma dos microsporidios ou
para 0 seu mitossoma (Tsaousis et al., 2008). Além disso, tem sido relatado que a

infeccdo por microsporidios causa diminui¢do de glicogénio no hospedeiro e uma rapida
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absorcdo de glicose (Metenier e Vivares, 2001), eventos que podem ser promovidos
pela colocacdo da hexoquinase do parasita nas células hospedeiras. A hexoquinase
catalisa o primeiro passo na glicdlise, na via da pentose fosfato. Por conseguinte, a
atividade da hexoquinase de microsporidios dentro da célula hospedeira pode aumentar
a sintese de nucleotideos, aminoacidos e lipidios, necessaria para o rapido crescimento
destes parasitas (Cuomo et al., 2012). E provavel que as mudangas metabélicas
provocadas pelos microsporidios tenham sido favorecidas pelo tratamento com Cy.

Essas hipdteses serdo avaliadas futuramente em nosso laboratorio.

Em conclusdo, os nossos resultados indicaram que camundongos diabéticos
induzidos pela STZ foram mais suscetiveis a infeccdo por E. cuniculi, provavelmente,
por apresentarem diminuicio das populacdes de células B-1, B-2 e T CD4" e baixos
niveis de IFN-y, indicando uma condicdo de imunossupressdo. Adicionalmente, a
imunossupressdao com Cy tornou os animais diabéticos ainda mais suscetiveis a

encefalitozoonose, com possiveis alteracbes metabdlicas importantes.
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