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RESUMO

Os microsporidios infectam vertebrados e invertebrados e sdo reconhecidos como agentes
oportunistas em individuos com deficiéncias imunoldgicas. Embora a atividade de linfocitos
T CD8" seja primordial para eliminar os microsporidios, na inoculagéo do agente por via oral
os linfocitos T CD4" e células dedriticas adquirem papel mais critico no desenvolvimento da
imunidade. Estudos envolvendo camundongos knouckout evidenciam a importancia de certos
tipos de células na imunidade contra microsporidios, entretanto poucos estudos mostram o0s
efeitos imunossupressores de farmacos sobre os elementos da resposta imune mediante
infeccdes. Com o objetivo de investigar a resposta imune intestinal frente a infeccéo oral por
E. intestinalis, camundongos C57BL/6 foram infectados pela via oral com a dose de 5x10’
esporos e tratados ou ndao com o agente imunossupressor ciclofosfamida (Cy) por via
intraperitoneal. A infeccdo foi avaliada pela carga parasitéria e pelas lesGes histopatoldgicas
observadas. Usando a citometria de fluxo, investigou-se a resposta do sistema imune
quantificando fagocitos, linfacitos, células NKT e dendriticas no intestino, placas de Peyer,
linfonodos mesentéricos e cavidade peritoneal aos 7, 14, 21 e 28 dias po6s-infeccdo (DPI). Os
animais infectados ndo tiveram sintomas da doenca, porém tinham enterite linfoplasmocitica e
alta carga parasitaria, sendo esses achados mais abundantes aos 7 e 14 DPI. Os camundongos
tratados com Cy tiveram maior carga parasitaria em todos os periodos, mostrando maior
suscetibilidade ao E. intestinalis. Os linfocitos T CD8'e CD4'foram as células mais
abundantes na mucosa intestinal de infectados. Os resultados evidenciam uma resposta imune
no intestino efetiva contra a infeccdo oralpor E. intestinalis, mesmo em camundongos
imunossuprimidos com Cy.

Palavras-Chave: Encephalitozoon intestinalis, Microsporidia, Enterdcitos. Inflamacédo
intestinal.



ABSTRACT

Microsporidia infect vertebrates and invertebrates and are intracellular opportunistic
pathogens in immunocompromised individuals. Although activated T CD8" lymphocytes are
crucial to eliminate microsporidia, T CD4" lymphocytes and dendritic cells are also important
for the immune response. Investigations with knouckout mice demonstrated the role of
immune cells against microsporidiosis. However, few studies have focused on the effects of
immunosuppressive drugs in the immune response against infection. The aim of the present
study was to investigate the role of intestinal immune response against Encephalitozoon
intestinalis oral infection in C57BL/6 mice immunossupressed with cyclofosfamide (Cy) by
intraperitoneal rout. Intestinal infection was counted by parasite burden and histopathologic
lesions were described. Flow cytometry evaluated phagocytes, lymphocytes, NKT and
dendritic cells in the small intestines; peyer’s patches mesenteric lymph nodes and peritoneal
cavity at 7, 14, 21 and 28 DPI.Clinical symptoms were not observed in infected animals,
however, lymphoplasmocytic enteritis associated with a high parasite burden was observed,
mostly between 7 and 14 DPIl.Parasite burden was higher in immunossupressed mice,
indicating a higher susceptibility to E. intestinalis infection. TCD4" and TCD8" cells
increased in the intestinal mucosa of infected animals. The present results showed an effective
intestinal immune response againstE. Intestinalis infection by oral rout in both
immunocompetent and immunosuppressed mice.

Keywords: Encephalitozoon intestinalis. Microsporidia. Enterocites. Intestinal inflammation.



SUMARIO

ARTIGO ..o 8
LN ERI0] 516 107:Y0 IO 10
MATERIAIS E METODOS .......oovivieeeneeieeiereeseesseessesssssssssassssssssssssssnsssasssss s sensenns 13
RESULTADOS .....ooveeeeeieeeeseessesseesssessse s sss s assssssssssassasss s ssnsoons 17
DISCUSSAOQ ..ottt s st 32

REFERENCIAS ..o oot ee et e e e e eer et e ee et e et e e s et e e e s e e es e e s et e e e e ean e 39



O tratamento com ciclofosfamida ndo impede a resposta imune contra a

infeccao oral pelo Encephalitozoon intestinalis

Maria Lucia Costa de Moura®, Anuska Marcelino Alvares-Saraiva®, Elizabeth Christina Perez
Hurtado®,Carla Renata Serantoni Moyses®, José Guilherme Xavier', Diva Denelle Spadacci-

Morena?, Paulo Ricardo Dell’ Armelina Rocha®, Maria Anete Lallo*

'Programa de Pés-Graduacio em Patologia Ambiental e Experimental, Universidade Paulista

(UNIP), Séo Paulo, Brasil

Departamento de Fisiopatologia, Instituto Butantan, S&o Paulo, Brasil

Resumo

Os microsporidios infectam vertebrados e invertebrados e sdo reconhecidos como agentes
oportunistas em individuos com deficiéncias imunolégicas. Embora a atividade de linfocitos
T CD8" seja primordial para eliminar os microsporidios, na inocula¢io do agente por via oral
os linfocitos T CD4" e células dedriticas adquirem papel mais critico no desenvolvimento da
imunidade. Estudos envolvendo camundongos knouckout evidenciam a importancia de certos
tipos de células na imunidade contra microsporidios, entretanto poucos estudos mostram 0s
efeitos imunossupressores de farmacos sobre os elementos da resposta imune mediante
infeccBes. Com o objetivo de investigar a resposta imune intestinal frente a infeccéo oral por

E. intestinalis, camundongos C57BL/6 foram infectados pela via oral com a dose de 5x10’



esporos e tratados ou ndo com o agente imunossupressor ciclofosfamida (Cy) por via
intraperitoneal. A infeccdo foi avaliada pela carga parasitaria e pelas lesdes histopatoldgicas
observadas. Usando a citometria de fluxo, investigou-se a resposta do sistema imune
quantificando fagdcitos, linfocitos, células NKT e dendriticas no intestino, placas de Peyer,
linfonodos mesentéricos e cavidade peritoneal aos 7, 14, 21 e 28 dias pos-infeccdo (DPI). Os
animais infectados nao tiveram sintomas da doenca, porém tinham enterite linfoplasmocitica e
alta carga parasitaria, sendo esses achados mais abundantes aos 7 e 14 DPIl. Os camundongos
tratados com Cy tiveram maior carga parasitaria em todos os periodos, mostrando maior
suscetibilidade ao E. intestinalis. Os linfocitos T CD8'e CD4'foram as células mais
abundantes na mucosa intestinal de infectados. Os resultados evidenciam uma resposta imune
no intestino efetiva contra a infeccdo oralpor E. intestinalis, mesmo em camundongos

imunossuprimidos com Cy.

Palavras-Chave: Encephalitozoon intestinalis, microsporidia, enterécitos, inflamacédo

intestinal

Abstract

Microsporidia infect vertebrates and invertebrates and are intracellular opportunistic
pathogens in immunocompromised individuals. Although activated T CD8" lymphocytes are
crucial to eliminate microsporidia, T CD4" lymphocytes and dendritic cells are also important
for the immune response. Investigations with knouckout mice demonstrated the role of
immune cells against microsporidiosis. However, few studies have focused on the effects of
immunosuppressive drugs in the immune response against infection. The aim of the present
study was to investigate the role of intestinal immune response against Encephalitozoon
intestinalis oral infection in C57BL/6 mice immunossupressed with cyclofosfamide (Cy) by

intraperitoneal rout. Intestinal infection was counted by parasite burden and histopathologic
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lesions were described. Flow cytometry evaluated phagocytes, lymphocytes, NKT and
dendritic cells in the small intestines; peyer’s patches mesenteric lymph nodes and peritoneal
cavity at 7, 14, 21 and 28 DPI.Clinical symptoms were not observed in infected animals,
however, lymphoplasmocytic enteritis associated with a high parasite burden was observed,
mostly between 7 and 14 DPIl.Parasite burden was higher in immunossupressed mice,
indicating a higher susceptibility to E. intestinalis infection. TCD4" and TCDS8" cells
increased in the intestinal mucosa of infected animals. The present results showed an effective
intestinal immune response againstE. Intestinalis infection by oral rout in both

immunocompetent and immunosuppressed mice.

Keywords: Encephalitozoon intestinalis, microsporidia, enterocites, intestinal inflammation

INTRODUCAO

Os microsporidios sdo patdgenos intracelulares obrigatdrios e fazem parte do filo
Microsporidia, que pertence ao reino Fungi (Anane eAttouchi, 2010).Mais de 1.200 espécies
de microsporidios ja foram descritas, algumas identificadas comocausas de
doengaseconomicamente importantesem insetos(bicho-da-sedae abelhas)(Becnel e Andrealis,
1999), peixes (Lom, 2002)e em mamiferos(coelhos, roedores de laboratério, entre outros)
(Hinneyet al., 2016). Por serem patdgenos oportunistas, a importancia para a saide humana e
animal surgiu quando o advento da AIDS se tornou uma pandemia na década de 1980 (Weber
et al., 2000, Didier, 2005, Didier e Weiss, 2006). Entretanto,hoje se sabe que além
dosmicrosporidiosacometeremindividuos  imunossuprimidos  pelo  HIV,  também
afetampacientes comneoplasias, ou submetidos a tratamentos quimioterapicos ou
imunossupressivos em transplantados, como tem sido descrito em criancas, idosos e pessoas

imunocompetentes (Didier e Weiss, 2011, Kiciaet al., 2014).
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Encephalitozoon intestinalis € um dos microsporidios mais identificados como causa
de diarreia em humanos. Entretanto, a evolucdo ea progressao da infeccdo e da doenca, as
alteracdes patoldgicas, assim como as respostas imunolégicas relacionadas com esses agentes
ainda ndo foram totalmente eluciadadas. Apo6s a inoculagdo intraperitoneal de
Encephalitozoon cuniculiem camundongos knouckout para linfocitos T CD8",0bserva-se uma
doenca disseminada, aguda e letal (VValencakova e Halanova, 2012).Em contraste, a infecgdo
de camundongos knouckout para linfocitos T CD4" com E. Cuniculi ndo causoumortalidade,
da mesma forma quenos controles, sem deficiéncia de linfocitos (Valencakova e Halanova,
2012) , fato que reforca a importancia das células T CD8" na protegdocontra ainfecgio por
E.cuniculi(Khan et al., 2001).Estudos com E. intestinalis revelaram atividade compartilhada
das populagBes de linfocitos T CD8", T CD4"e das citocinas IFN-y e IL-12 para garantir a
resisténcia do hospedeiro, o que demonstra relacBes divergentes na patogenia de outros

microsporidios (Salat et al., 2004, 2006).

Embora a infeccdo pelos microsporidios seja primariamente adquirida pela via oral, a
maioria dos estudos ja conduzidos descreve sua patogenia e resposta imune com a utilizacéo
da via intraperitoneal (Khan et al., 1999).Pesquisas realizadas com outros patdgenos
inoculados por via oral (Chardeset al., 1994, Findly et al., 1993, Muller et al., 2000) indicam
que a resposta imune da mucosa intestinal possui um papel critico na protecdo de hospedeiros,
conforme ja demonstrado na infeccdo oral por E. Cuniculi (Moretto et al., 2004), que
apresenta uma rapida e importante resposta de linfdcitos epiteliais a antigenos especificos de
E. cuniculi. Nosso grupo tem demonstrado os aspectos patogénicos e imunoldgicos em
infeccBes experimentais por E. cuniculi, pela via oral e intraperitoneal, em camundongos
imunossuprimidos ou ndo, sendo observada maior suscetibilidade a infeccdo quando usada a

via intraperitoneal (da Costa et al., 2016, Santos et al, artigo em preparacéo).
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A maior parte dos estudos in vivo utiliza modelos murinos saudaveis com a deplecao
de uma determinada populacdo de células imunes para observar as consequéncias da perda
dessas populacBes na patogenia de agentes infecciosos (Didier e Khan, 2014). No entanto,
para melhor investigar a resposta imune da microsporidiose nos grupos suscetiveis, &
essencial estudar as interacGes entre patdgeno e hospedeiro em modelos que mimetizem

pacientes imunocomprometidos pelo uso de farmacos.

Nos Ultimos anos, a terapia com farmacos imunossupressores tem aumentado como
consequéncia da elevada incidéncia de doencas neoplasicas e autoimunes, e tem sido
utilizadano tratamento contra a rejeicdo de transplantes. A ciclofosfamida (Cy) é um farmaco
amplamente usado e incluido na lista da Organizacdo Mundial da Saide (World Health
Organization - WHO) entre os medicamentos essenciais para os sistemas de satde por sua
eficacia, custo e seguranca (World Health Organization, 2013). E um potente agente
imunossupressor utilizado no tratamento de doengas autoimunes e aloimunes (Brodsky, 2010,
DeZernet al., 2013), no tratamento de transplantados, como o de medula dssea (Colvin, 1999),
também é uma das drogas de maior sucesso no tratamento anticancer, por sua eficécia

terapéutica e pela estimulacdoda resposta imune (Emadi et al., 2009,Sistigu et al., 2011).

A Cy é um alquilante citotoxico que, ao se ligarno DNA, causa apoptose celular,
atrasando e suprimindo a resposta de células T e B, causa mielosupressdo, afeta as populactes
de neutréfilos, linfécitos, heméacias e plaquetas. Por outro lado, a Cy possui efeitos
imunomoduladores ainda pouco esclarecidos. Entre eles descreve-se (i) 0 aumento
homeostatico da expansdo de células T antigeno-especificas; (ii) a indugdo da expansdo de
células T e de seus fatores de sobrevivéncia como IFNs, IL-7 e IL-15, (iii) a eliminagdo de

células T reguladoras (Treg) e (iv) o aumento da mobilizagdo de células dendriticas da medula



13

Ossea e ativacdo de sua maquinaria intracelular para o processamento de antigenos e

apresentacdo antigénica (Sevko et al., 2013).

Considerando os efeitos dicotdmicos da Cy em relagcdo a imunidade e por se tratar de um
farmaco muito empregado clinicamente, a avaliacdo de seus efeitos na infeccdo por E.
intestinalis pode contribuir na compreensdo dos mecanismos de acdo desse patogeno. O
presente estudo teve por objetivo avaliar a resposta imune e a patogenia da infeccdo

experimental de camundongos tratados com Cy e inoculados por via oral com E. intestinalis.

MATERIAIS E METODOS

Animais. Camundongos C57BL/6, fémeas, com 6-8 semanas de idade foram obtidos
no Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina
(CEDEME) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Brasil. Durante o periodo
experimental, 0s animais permaneceram no Biotério de Experimentacdo Animal da
Universidade Paulista, em microisoladores, em condi¢cBes livres de patdgenos
(specificpathogenfree). Os procedimentos realizados com os animais foram aprovados pelo

Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Paulista (nimero do protocolo 313/15).

Esporos de Microsporidios.Esporos deE. intestinalis (obtidos do Waterborne Inc.,
New Orleans, LA, USA) foram cultivados em culturas de células de rim de coelho (RK-13,
ATCC CCL-37) em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB),
piruvato, aminoacidos ndo-essenciais e gentamicina a 37°C em 5% CO,. Os esporos coletados
do sobrenadante foram lavados 3 vezes em solucdo tampéo fosfato-salina (PBS) e contados

em camara de neubauer. Os camundongos foram infectados pela via oral (gavagem) na dose
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de 5x10’esporos de E. intestinalis. Camundongos ndo infectados foram mantidos como grupo

controle.

Infeccdo Experimental e Imunossupressdo. Os animais foram divididos em 4 grupos
experimentais: Infectado — camundongos inoculados com E. intestinalis; N&ao-Infectado —
camundongos ndo-inoculados; Cy-Infectado— camundongos imunossuprimidos com
ciclofosfamida e inoculados com E. intestinalis; Cy-N&o-Infectado — camundongos
imunossuprimidos com ciclofosfamida e nédo-inoculados.O protocolo de imunossupressao
adotado foi estabelecido por Lallo, Hirschfeld (2012), e os camundongos dos Grupos Cy
receberam duas doses semanais de 100 mg/kg de ciclofosfamida por via intraperitoneal
(Genuxal®, Asta Medica Oncologia, Sdo Paulo, Brasil), iniciada no dia da inoculacdo do

patdgeno e mantida por todo o periodo experimental.

Microscopia de luz. Aos 7, 14, 21 e 28 dias pds-infeccdo (DPI) experimental, parte
dos animais (n=5) de cada grupo foi submetida a eutanasia, pelo aprofundamento anestésico
por via intraperitoneal com solugdo de quetamina (50 mg/mL), xilazina (20 mg/mL) e fentanil
(0,05 mg/mL).A necropsia foi realizada e fragmentos teciduais (duodeno e ileo, figado, rins e
pulmdes)foram coletados e fixados em formol tamponado a 10% por 72 horas, sendo entéo
transferidos para alcool 70%. Os fragmentos teciduais foram rotineiramente preparados para
analise histolégica, sendo embebidos em parafina e corados com Hematoxilina-Eosina,

Giemsa e Gram-Chromotrope.

Microscopia eletronica de transmiss@o. Para a microscopia eletronica de transmissao
(TEM), segmentos de ileo foram fixados em glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato 0,2 M

(pH 7,2) a 4°C durante 10h, pos-fixados em OsO4 a 1% tamponado durante 2 h.. Os
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fragmentos foram desidratados em uma série crescentes de etanol e embebidos em resina
Epon. Os blocos foram submetidos a cortes semifinos, corados com Azul de Toluidina e
fotografados em microscopio de luz. Os cortes ultrafinos foram duplamente corados com
acetato de uranila aquoso e citrato de chumbo e, em entdo, observados em microscopio

eletrénico de transmissao ZEISS EM 109 operado a 80 kV.

Determinacdo da carga parasitaria. Para comparar a evolucdo e gravidade da
infecgdo, clusters de esporos de E. intestinalis presentes no ileo foram contados em 10
campos microscopicos com aumento de 400x, selecionados aleatoriamente. As médias obtidas

por grupo foram empregadas para a anélise estatistica.

Analise Fenotipica. As células da cavidade peritoneal (PerC) foram obtidas por
sucessivas lavagens com 2mL de solugcdo de Hank’s (HBSS) suplementada com 2% de SFB
com pipeta de bulbo. Os linfonodos mesentéricos (LM)e as placas de Peyer (PP), estas
ltimas retiradas com lamina de bisturi da parede do intestino delgadocom auxilio de
microscopio estereoscopio, foram macerados em cell strainer com 5mL de HBSS-SFB 2%.
Os linfécitos intraepiteliais (LIE) foram obtidos de acordo com procedimentos descritos por
Guy-Grand et al. (1978), com algumas modifica¢Bes. O intestino delgado foi lavado com 20
mL de solucdo de HBSS-SFB 2%, incisados longitudinalmente e cortado em segmentos de 2
cm. A mucosa foi raspada e colocada em HBSS suplementado com EDTA 0,1M em banho-
maria por 20 minutos. ApoOs esse periodo, as amostras foram agitadas em vértex por 15
segundos, os detritos foram removidos pela passagem em cell strainer em HBSS-SFB 10%.

Os linfocitos foram obtidos pela centrifugacdo em gradiente de Percoll (70% e 40%). As
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suspensdes de células PerC, LM, PP e LIE foram lavados com HBSS-SFB 2% e entdo
ressuspendidas em 100 uL PBS suplementada com 1% de albumina do soro de bovino (BSA)
(PBS-BSA 1%). Ap0s centrifugacdo cada amostra foi incubada por 20 minutos a 4°C com
anticorpo anti-CD16/CD32 para bloqueio dos receptores Fc. Entdo, as células foram lavadas e
as amostras de PerC, LM e LIE foram divididas em 2 aliquotas e incubadas com o0s seguintes
anticorpos monoclonais na aliquota 1:anti- CD23 de camundongo obtido em rato e conjugado
com fluorescein-isothiocianate- (FITC),anti- CD19 de camundongo obtido em rato e
conjugado com peridinin Chlorophyll - (PerCP) ou conjugado a allophycocyanin (APC), anti-
CD11b de camundongo obtido em rato e conjugado com allophycocyanin (APC)-cyanine
dye7 (Cy7); na aliquota 2: anti- CD19 de camundongo obtido em rato e conjugado com
APC,anti- CD4 de camundongo obtido em rato e conjugado com PerCP; anti- CD8a de
camundongo obtido em rato e conjugado com FITC. As amostras de PP foram incubadas com
anti- CD11b de camundongo obtido em rato e conjugado com APC-Cy7 e anti- CD11c de
camundongo obtido em rato e conjugado a phycoerythrin (PE)-Cy7 (BD-Pharmingen, San
Diego, CA USA) para a analise das populacdes celulares, de acordo com seu fenétipo (Tabela
1). As células foram incubadas com os anticorpos marcados com fluorocromos por 20
minutos a 4°C e, posteriormente, lavadas com PBS-BSA 1%. Finalmente, as células foram
lavadas e ressuspendidas em 300 uL de PBS para aquisicdo em citdmetro de fluxo FACS
Canto Il (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA). Os dados obtidos foram analisados no

software FlowJo (FlowJo LLC, Data Analysis Software, Ashland, OR).

Analise Estatistica. As comparacOes estatisticas foram feitas pela anélise de
varianciacom uma ou duas entradas, com teste posterior de Tukey. Todos os valores foram
relatados como a média + erro padrdo da média e considerados com significancia estatistica

para valores menores que p<0,05.
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Tabela 1. Identificacdo fenotipica das células de peritonio, linfonodos, placas de Peyer e da
mucosa intestinal, por citometria de fluxo, de acordo com a expressdo de marcadores de
superficie.

Populagéo celular Fendtipo
Células B-1 CD23 CD19"
Células B-2 CD23" CD19"
Células CD4" CD19 CD4"
Células CD8" CD19 CD8"
Macréfagos CD19 CD11b"
Células NKT CD19 CD4"NK1.1*
Células Dendriticas CD1ic”
RESULTADOS

Evolucgdo da infeccdo experimental pela avaliacdo clinica e carga parasitaria. A
infeccdo experimental dos diferentes grupos de camundongos foi realizada para se esclarecera
evolucdo da infeccdo e o padrdo de resposta imune ap6s a inoculagdo oral de E.
intestinalis. Todos os camundongos, tratados ou ndo com Cy, sobreviveram a infeccdo pelo E.
intestinalis e ndo demonstraram sinais aparentes de doencga, tais como diarreia e piloerecéo,
até os 28 DPI. Foram observados focos de esporos do patdégeno nos intestinos formando
pequenos clusters(Figura 1A, 1C). Esses focos ndo foram observados nos animais controles -
Nao-Infectado e Cy-N&o-Infectado.Os animais do grupo Cy-Infectado tiveram maior
cargaparasitaria que os animais do grupo Infectado (Figura 1D) e a carga parasitaria diminuiu

progressivamente do 7° para o 28° DPI(Figura 1D).
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Figura 1. A) Fotomicrografia do intestino delgado apresentando infiltrado inflamatério linfoplasmocitico (cabega de seta) em camundongo Infectado. B) Ulceragao (seta) da mucosa

e infiltrado inflamatério mononuclear em camundongo Cy-Infectado. C) Presenca de clusters de esporos (seta) na regido glandular do ileo de camundongos Cy-Infectado. D) Carga
parasitéria detectada nos animais dos grupos Infectado e Cy-Infectado, de acordo com o periodo de observagdo. Coloragdo H-E. Andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com pés
teste de Tukey revelou p< 0,01** e p< 0,001***, Dados representativos de 2 experimentos independentes.
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Achados histopatoldgicos. Os animais do grupo Infectado (sem Cy) apresentaram
enterite linfoplasmocitica, sendo mais frequente no duodeno do que no ileo e com infiltrado
eosinofilico leve (Figura 1A, 1B). Também foi observadaa perda de revestimento da lamina
propria em poucos segmentos, necrose apical e mural, ulceracdo da mucosa (Figura 1B) e
proliferacdo epitelial. Os clusters de esporos do patdgeno foram encontrados na regido de
transicdo de vilosidade e mais abundantemente em regido glandular do duodeno e
principalmente do ileo (Figura 1C). Este grupo apresentava placas de Peyer exuberantes na
parede intestinal (Figura 2A) comexpansdo difusa do tecido linfoide e marcada reagdo do
centro germinativo. Espleno e linfoadenomegalia também foram observados em animais

infectados (dados ndo mostrados).

Nos animais tratados com Cy e infectados (Cy-Infectado) demonstrou-se maior carga
parasitaria (Figura 1D), porém, o infiltrado inflamatorio foi mais discreto. Este grupo tinha
placas de Peyer e linfonodos mesentéricos menores e o tecido linfoide das placas de Peyer
estava rarefeito (Figura 2B), e na proximidade das placas havia grande quantidade de

clustersde microsporidios associados a distensao de vasos linfaticos (dados ndo mostrados).

Observamos a progressdo das leses intestinais nos grupos Infectado e Cy-
Infectadoentre 7 e 14 DPI seguida por reducdo aos 21 e 28 DPI. Nos estagios mais tardios da
infecgdo (21 e 28 DPI), houve maior ativacdo de enterdcitos, com células jovens e aumento de

mitoses, indicando a resolucdo do processo inflamatorio e inicio daremodelacéo tecidual.

No figado identificou-se infiltrado inflamatorio mononuclear e polimorfonuclear em
localizagdo periportal e sinusoidal ou com distribuicdo difusa no parénquima (Figura 2C),
associado ou ndo com esporos de E. intestinalis. Poucas areas de necrose de liquefagéo foram

observadas(dados ndo apresentados).
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Microscopia eletronica de transmissdo. Foram observados esporos em aproximacao
ou aderidos a borda em escova dos enterocitos ou em localizacdo intracitoplasmatica (Figura
3A, 3B). O formato dos esporos foi bastante variavel, apresentando aspecto ovalado, redondo
ou piriforme. Foram observados 2 padrdes de invasdo celular no intestino delgado: fagocitose-
like (Figura 3A, 3B) e injecdo do esporoplasma pelo tabulo polar (Figura 3C, 3D). No local
da membrana celular dos enterocitos onde o esporo aderiu, as microvilosidades
desapareceram e a membrana apresentava invaginacdes para envolver o esporo, 0 que
permitiu a sua entrada porfendmeno semelhante afagocitose, porém ndo foi observada a
formacdo de vacuolo fagocitico (Figura 3A, 3B, 3C). No citoplasma proximo ao local de
entrada observou-se uma area eletrodensa do citoplasma e acumulo de grande quantidade de
mitocondrias, evidentemente relacionados a presenca do patogeno (Figura 3A, 3B, 3C). No
caso de injecdo do esporoplasma observaram-se as seguintes alteracGes: perda das
microvilosidades no local de adesdo do esporo (Figura 3D), projecbes da membrana
citoplasmatica envolvendo o tdbulo polar extrudado, formando um aparente canal para a
entrada do tdbulo polar e eletrodensidade aumentada no citoplasma junto a regido onde estes

fendmenos ocorriam com a aparente injecdo do esporoplasma (Figura 3D).
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Figura 3. Fotomicrografia eletrénica de transmissdo do intestino de camundongos Cy-Infectado. A, B e C) Esporos aderidos a membrana de enterdcitos em processo de fagocitose-
like (*). Notar que as microvilosidades desapareceram, a membrana apresenta invaginagdes e no citoplasma ha uma area eletrodensa (*) junto ao esporo. D) Injecdo do esporoplasma
em area com perda das microvilosidades (seta). Observar a projecdes da membrana citoplasmatica envolvendo o tGbulo polar extrudado (seta).
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Avaliacéo da Resposta Imune

Componentes celulares da mucosa intestinal envolvidos na resposta contra E.
intestinalis. Houve aumento significativo nas populagdes TCD8" nos gruposinfectadoe Cy-
Infectadoem relagéo ao controle N&o-Infectado no 7°., 14°. e 28° DPI. Além disso,observou-
se que o tratamento com Cy (Figura 4) ndo evitou um aumento na populacdo de células T
CD8" em comparagédo aos controles niotratados (Cy-N&o-Infectado), no 7° e 14°. DPI. Nos
animais infectados houve diminuigdo de células T CD8" gradativamente do 7°. para o 28°
DPI, evidenciando-se redugdo de cerca de 10x nas porcentagens observadas inicialmente
(Figura 5). Assim, analisando em conjunto essas informacdes, houve um pico na populacéo de
linfocitos T CD8" no 7°. DPI, fase em que também foram observadas grandes quantidades de
esporos no intestino delgado e muitas lesdes histolégicas associadas ao agente patogénico,
conforme supracitado. Porém, simultaneamente houve reducdo gradual da populagdo de
células T CDS8", da carga parasitaria e das lesdes histologicas observadas nos animais
infectados (Infectados e Cy-Infectados) entre 14, 21 e 28 DPI.

A populacio de linfocitos T CD4 aumentou nos animais Cy-Nao-Infectado em relagdo
aos demais grupos, no 7°. DPI (Figura 4), indicando efeito imunomodulador da Cy. Porém,
posteriormente (14 e 28 DPI), notou-se que os grupos Infectados,Cy-Infectados e Cy-Nao-
Infectado tinham maior quantidade de T CD4" do que o controle N&o-Infectado(Figura 4).

As células NKT também estavam diminuidas de forma significante nos animais dos
grupos Infectado, Cy-Infectado e Cy-N&o-Infectado em relagdo ao controle N&o-Infectado ao
7°. e 14°. DPI (Figura 4). Entretanto, observou-se aumento dessa populagio nos periodos mais

tardios nos grupos Infectado e Cy-Infectado (Figura 5).
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camundongos inoculados (+) ou ndo (-) com E. intestinalis e tratados (+) ou ndo (-)
com Cy. Porcentagem de linfécitos T CD8 (CD19'CD4'CD8"), T CD4 (CD19°CD8
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séo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 5. Avaliacdo das populacbes de células T presentes na mucosa intestinal de
camundongos infectados com E. intestinalis (Infectado) e tratado com Cy (Cy-Infectado) de
acordo com os tempos de observacdo pds-infeccdo (7, 14, 21 e 28 DPI). Porcentagem de
linfcitos T CD8 (CD19'CD4CD8") e células NKT (CD19CD4" NK1.1%). Anélise de
variancia (ANOVA) de uma via com pos-teste de Tukey revelou p<0,05$, quando comparado
0 mesmo grupo ao longo do tempo. Os dados sdo representativos de dois experimentos

independentes.

As células B-1 diminuiram de forma significante nos animais dos grupos Infectado,
Cy-Infectado e Cy-N&ao-Infectado em relacdo aos controles Nao-Infectadoaos 14, 21 e 28 DPI
(Figura 6A). Ja as células B-2 aumentaram no grupo Cy-N&o-Infectado em relacdo aos demais
grupos aos 7 DPI, indicando um efeito pontual da ciclofosfamida nessa populacdo e
localizagdo, uma vez que o mesmo ndo foi visto no peritonio e linfonodos. Posteriormente,
houve reducdo dessa populacdo em relacdo ao controle Nao-Infectadoaos 14 DPI, seguida por

aumento em animais Infectados, de forma significante aos 28 DPI (Figura 6A).

Resposta das células dendriticas presentes nas Placas de Peyer a infeccdo por E.
intestinalis. A andlise fenotipica de células dendriticas das placas de Peyer revelou
diminuicdo significante nos grupos Infectado, Cy-Infectado e Cy-N&o-Infectado em relagéo ao

grupo controle N&o-Infectado nas duas primeiras semanas da infeccdo (7°. e 14°. DPI) (Figura
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6B). Aos 21 e 28 DPI ndoforam observadas diferencas entre os grupos avaliados (dados nao
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Figura 6. Avaliacdo das populacdes de células B presentes na mucosa intestinal e de
células dendriticas em Placas de Peyer de camundongos infectados com E. intestinalis
e/ou imunossuprimidos com Cy aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a infeccdo. A)
Porcentagem de células B-1 (CD23'CD19") e células B-2 (CD23"CD19") na mucosa
intestinal.B) Porcentagem de células dendriticasCD11c™ nas placas de Peyer. Anélise
de variancia (ANOVA) de uma via com pos teste de Tukey revelou p < 0,05%,
p<0,01** e p<0,001***, Dados representativos de 2 experimentos independentes.
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Componentes Peritoneais da Resposta Imune.A andlise fenotipica do
peritdniorevelou, de modo geral,diminuicdo significante nas populagdes de células TCD4",
TCD8" e NKT, tanto nos grupos infectados como nos grupos tratados com Cy comparados
aos controles ndo infectados e nédo tratados (Figura 7). Diferentemente dos achados da mucosa
intestinal, células TCD8"peritoneais foram afetadas com o tratamento com Cy, embora esse
feito tenha sido mais evidenciado aos 7 e 28 DPI (Figura 7) .

O mesmo foi observado para células B-1 eB-2, uma diminuicdo dessas populacdesnos
grupos Infectados, Cy-Infectados e Cy-Nao-Infectado em relacdo ao controle N&ao-
Infectadoem todos os periodos de observacdo (Figura 8). No entanto, no 14° DPI, foi
observado maior numero de células B-1, B-2 e macrofagos no grupo Infectado comparado ao
grupoCy-Infectado (Figura 8). Ainda, os grupos Infectado, Cy-Infectado e Cy-Nao-
Infectadoapresentaram diminuicdo de macrdéfagos no ultimo periodo de analise, aos 28 DPI.

Além disso, ao analisar separadamenteos animais infectados, dosgrupos Infectado e
Cy-Infectado, observamos que os animais tratados com Cy tinham quantidades menores de
células B-1 e B-2, T CD4" e T CD8", com diferenca estatistica detectavel no 14°. DPI (Figura
8). Essa diferenca se manteve aos 21 e 28 DPI para células B, mas 0 mesmo ndo se manteve
quando observamos as células T. Também ficou evidente a diminuicdo gradativa das
populagdes celulares para ambos os grupos, simultaneamente com a melhoria das lesfes

histopatoldgicas e a reducdo da contagem de esporos nos periodos mais tardios de observacao.
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Figura 7. Avaliacdo das populacdes de células T presentes no peritdnio de
camundongos,inoculados (+) ou ndo (-) com E. intestinalis e tratados (+) ou néo (-) com Cy,
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a infeccdo . Ndmero de linfocitos T CD8 (CD19°CD4 CD8"),T
CD4 (CD19°CD8'CD4+), e de células NKT (CD19 CD4" NK1.1). A analise de variancia
(ANOVA) de uma via com pos-teste de Tukey revelou p<0,05*, p<0,01** e p<0,001***. Os

dados séo representativos de dois experimentos independentes.



29

Peritonio
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
. $109+ - e
L e

g -

= o0

o o

£ mstinafis  + . o - - - -
Ciclolostamisa - . .

000
- 0 1=
W0 100
o34
100, L]
LR 0 0
. . . .
- - . .
0. .
.
o

‘
vee
—
e
e — 0 s
IHHI
23¢0. 2
I
20 "
1800 150
ne
o> I
. .
. . .
—_—
—
e Y —
R
a9t
2:¢
13

.
-

Cohulas B-2 (x107)
. § ® &
th
. §

]

+
—
.

"™
H
[
¥

Ciclatoramids . . 5 A X

§
g
e

Macrofagos (x10%)
Z2 g

. 1000 — 5003 .

— —_——— PR N
4503 e s
308+ | ‘ 2000

.
e ———
.
.

.
.
; .
S 3
e
. 40804 14008
1 20004 2008
o I L
. L. :
'

E intestivally  * - .
Cidofostamida - . . -

Figura 8. Avaliacdo das populagdes de células B e macrdéfagos presentes no peritbnio de
camundongos, inoculados (+) ou ndo (-) com E. intestinalis e tratados (+) ou ndo (-) com Cy,
aos 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a infeccdo. Nimero de células B-1 (CD23'CD19%), células B-2
(CD23"CD19") macrdéfagos CD19” CD11b". A analise de variancia (ANOVA) de uma via
com poés teste de Tukey revelou p<0,05*%, p<0,01** e p<0,001***, Os dados sdo

representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 9. Avaliacdo das populacdes de células B e T presentes no peritébnio de camundongos
infectados com E. intestinalis (Infectado) e camundongos infectados, tratados com Cy (Cy-
Infectado), ao longo dos periodos de observacédo apds a infeccdo (7, 14, 21 e 28 dias). Nimero
de células B-1CD23'CD19",niimero decélulas B-2 CD23"CD19", niimero de linfécitos T CD4
CD19°CD8CD4" e nimero de linfocitos T CD8 CD19°CD4'CD8". A analise de variancia
(ANOVA)de duas vias com pos-teste Tukey revelou p < 0,05*, p<0,01**, p<0,001*** e

p<0,0001****, Os dados sao representativos de dois experimentos independentes.

Linfonodos mesentéricos. Ndo houve alteracdo nas porcentagens celulares de células B-2,
linfocitos T CD4", CD8" e células NKT nos linfonodos mesentéricos nos periodos iniciais de
observacdo (7 e 14 DPI), porém verificamos um maior percentual dessas células no
grupolnfectado em relacdo ao grupo Cy-Infectado no 21° e 28° DPI. Por outro lado, os
macrofagos apresentaram maior percentualno grupo Cy-Infectado em relacdo ao grupo
Infectado, no 14° DPI e nos periodos mais tardios, o percentual de macréfagos diminuiu. Ndo

identificamos células B-1 nos linfonodos.
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Figura 10. Avaliacdo das populacbes celulares presentes nos linfonodos mesentéricos de
camundongos infectados com E. intestinalis (Infectado) e camundongos infectados e tratado
com Cy (Cy-Infectado),ao longo do periodo de observacdo apos a infeccdo (7, 14, 21 e 28
dias). Porcentagem de células B-2 (CD23"CD19"), macréfagos (CD19°'CD11b"), linfécitos T
CD4 (CD19°CD8 CD4+), T CD8 (CD19°CD4'CD8") e decélulas NKT (CD19 CD4" NK1.1%).
A analise de variancia (ANOVA) de duas vias com pds teste de Tukey revelou p<0,05* e

p<0,01**. Dados representativos de 2 experimentos independentes.
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DISCUSSAO

O trato gastrointestinal representa a maior mucosa e compartimento imunolégico do
organismo, sendo continuamente exposto aos antigenos alimentares e microbianos. Portanto,
0 hospedeiro deve manter um ambiente compativel com a microbiota comensal e, ainda,
protegido contra patdégenos (Mangan e Fung, 2012). Patégenos adquiridos pela rota intestinal
podem induzir diretamente a producdo de citocinas e quimiocinas pelos enterdcitos, iniciando
um processo inflamatério da mucosa intestinal e aumentando a atracdo de outras celulas do

sistema imune (Buzoni-Gatelet al., 2006).

E. intestinalis invade e se desenvolve no interior de enterdcitos, causando em pacientes com
AIDS uma diarreia persistente (Didier, 2005). Esse microsporidio também é capaz de infectar
macrofagos da lamina propria e pode se disseminar para os rins e trato hepatobiliar (El
Fakhryet al., 2001). No presente estudo, a inoculacdo de E. intestinalis pela via oral ndo
determinou manifestacGes clinicas compativeis com a doengca em animais tratados ou ndo com
Cy. Contudo, todos os animais infectados apresentaram les6es histopatoldgicas relacionadas
com o patdgeno, caracterizada por enterite linfoplasmocitaria associada a observacdo de
esporos de E. intestinalis. Em estudos anteriores, n6s demonstramos que a imunidade do
intestino se d& de maneira diferente e € mais efetiva em modelo de infec¢do pelo E. cuniculi.
Observamos que camundongos infectados pela rota intraperitoneal apresentaram sintomas
mais graves da encefalitozoonose (da Costa, 2016) que aqueles inoculados pela via oral (dos

Santos et al., artigo em preparagao).

Foi observado, em nosso estudo, que animais infectados tinham grande nimero de mitoses no
intestino associado a presenca do processo inflamatério. Esse fato pode contribuir para a
remodelagéo tecidual que se da no intestino constantemente, em condi¢des fisioldgicas ou de

doenca (Fusset al., 2004). Essa manutencdo do epitélio intestinal é essencial, j& que o0s
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enterdcitos consistem na primeira barreira fisica contra os patdgenos, impedindo o acesso do
conteddo luminal ao hospedeiro. As células epiteliais também atuam como fonte de
quimioatraentes para células do sistema imune (Goodman ePizarro, 2013). No epitélio
intestinal hd uma populacédo de linfécitos T, chamado linfocitos intraepiteliais (IEL), que tem
sido implicada na homeostase do tecido. No entanto, essas células podem também contribuir
para 0 processo inflamatorio, como observado durante a toxoplasmose intestinal. Subjacente
ao epitelio, a lamina propria abriga subpopulacdes de células dendriticas com papel central no
controle da toxoplasmose. Ainda, células T CD4" e CD8" também sdo componentes desse
compartimento, assim como os linfocitos B especializados na producdo de IgA secretoria

(Cohen e Denkers, 2015).

A importancia da imunidade adaptativa na protecdo contra os microsporidios, que acometem
os vertebrados, tem sido demonstrada. Camundongos com deficiéncia de células T, como
atimicos e SCID, sdo incapazes de controlar a infeccdo e morrem de encefalitozoonose, ao
contrério de camundongos imunocompetentes (Gannon, 1980; Didier et al., 1994).
Camundongos knockout para IFN-y inoculados pela via oral com E. intestinalis apresentaram
hepatomegalia, colecistite, esplenomegalia, dilatacdo intestinal e ascite entre a 3° e 4°
semana pos-infeccdo e permaneceram vivos por até 6 semanas (El Fakhry et al., 2001). Diante
dessas evidéncias é importante ressaltar que a dele¢do de células imunitérias por manipulagéo
fisica, genética ou da resposta de citocinas representa uma situacdo particular que néo
corresponde as condigdes clinicas observadas em individuos imunossuprimidos por farmacos.

Aqui, utilizamos o tratamento com Cy para mimetizar, de forma experimental, essa situacdo

tdo importante clinicamente.

Camundongos tratados com Cy e infectados (Cy-infectados) apresentaram maior carga

parasitaria, evidenciando que o tratamento determinou maior suscetibilidade ao patégeno.
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Anteriormente, n6s demonstramos que camundongos BALB/c tratados com a mesma dose de
Cy apresentavam maior suscetibilidade a encefalitozoonose por E. cuniculi inoculado por via
intraperitoneal (Lallo e Hirschfeld, 2012), corroborando os resultados aqui descritos.
Contudo, nos observamos que os animais tratados com Cy apresentaram reducdo expressiva
da carga parasitaria e das lesfes histopatologicas nos periodos mais avancados de observacéo,
indicando processo de resolucdo da infeccdo, semelhante ao observado em camundongos néo

tratados com Cy.

O tratamento com Cy tem um efeito diferencial em compartimentos de linfdcitos, podendo
rapidamente esgotar as células B e T. Porém, em seguida, ocorre uma fase de recuperacdo
caracterizada por proliferacdo e mobilizacdo extensiva da medula 0ssea e outros 6rgao
linfoides (Sistiguet al., 2011). N6s observamos um aumento expressivo na populacdo de
linfocitos T CD4" e células B-2 no intestino, causado pelo tratamento com Cy, apds uma
semana de tratamento. Particularmente, deve-se ressaltar que a utilizacdo de Cy néo interferiu
na resposta de células T no intestino, tanto T CD4" como T CD8", frente a infecgo pelo E.

intestinalis.

A imunidade contra os microsporidios envolve principalmente as células T CD8" como
populacdo efetora (Khan et al., 1999, Braunfuchsova et al., 2001). Uma observacéao
interessante € o papel dicotdmico das células T CD4" com base na via de infec¢do. Durante a
infeccdo intraperitoneal pelo E. cuniculi, a resposta de T CD4" é dispensavel para a protecio
do hospedeiro e o desenvolvimento da imunidade é dependente de T CD8" (Khan et al., 1999,
Moretto et al., 2000). Por outro lado, as células T CD4" possuem um papel sinérgico com as
células T CD8" durante a infeccdo por via oral (Moretto et al., 2004). A populacdo de

linfocitos T CD4" também estava maior nos intestinos de animais infectados, contribuindo
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para mostrar o sinergismo entre as subpopulacbes de células T na infeccdo oral pelo E.

intestinalis.

Alguns estudos mostram que as populagdes de linfocitos T CD4™ e T CD8" assim como a
producdo de citocinas IFN-y e IL-12 sdo essenciais para conferir resisténcia a infeccdo por E.
intestinalis, um dos microsporidio mais comum em humanos (Salét et al., 2004, 2006).
Nossos resultados reforgcam essa premissa, uma vez que identificamos aumento expressivo na
populacgéo linfocitos T CD8™ no intestino dos animais infectados, tratados ou ndo com Cy.
Adicionalmente, a populagdo de linfocitos T CD8" diminuiu gradual- e coincidentemente com
a reducdo da carga parasitaria e dos achados histopatoldgicos, compativeis com a

encefalitozoonose causada pelo E. intestinalis.

Os IEL, localizados na mucosa intestinal, desempenham importante papel nas infeccdes pela
rota oro-fecal. Frente & inoculagdo oral com E. cuniculi, a populacéo de IEL CD8" se prolifera
e libera grandes quantidades de IFN-y, exibindo propriedades citoliticas que impedem a
proliferacdo do patégeno (Moreto et al., 2004). Em nosso estudo, também observamos um
aumento particular da populagdo de linfocitos T CD8" presentes na mucosa intestinal, apos a
infeccdo pelo E. intestinalis. Adicionalmente, identificamos diminuicdo nas populacdes de
linfocitos T CD8" na cavidade peritoneal de animais infectados. Esse dado pode sugerir a
migracdo dessa populacdo para o intestino, 6rgdo-alvo do patdgeno. Outros trabalhos ja
demonstraram que células do peritbnio podem migrar para um foco inflamatério distante

desse sitio (Paloset al., 2012).

Nosso grupo tem demonstrado a resposta de celulas da cavidade peritoneal frente a
microsporidiose causada pelo E. cuniculi (da Costa et al., 2016), particularmente, o papel de
células B-1 em conferir maior resisténcia a infecgdo e manutencdo da encefalitozoonose (da

Costa, 2016, dos Santos, em preparacao). As células B-1 sdo a chave para a produgéo precoce
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de anticorpos contra patdgenos, tornando-as aptas a montagem de uma resposta independente
de células T (Choi and Baumgarth, 2008). Por outro lado, autores demonstraram que as
células B-1 atuam de forma importante mediando a resposta imune dependente de células T,
como a hipersensibilidade tardia ou imediata (De Lorenzo et al., 2007, Szczepanik et al.,
2003) e rejeicdo aos aloenxertos (Nogueira-Martins e Mariano, 2010). Também, apés a
transferéncia adotiva de células B-1 foi observada ativacao de células T produtoras de IFN-y
(Margryet al., 2013). Aqui, observamos diminuicdo da frequéncia de células B-1 no intestino
de animais infectados, comparados aos controles. A populacdo de B-1 também diminuiu na
cavidade peritoneal desses animais. Embora o papel de células B-1 na infeccdo por E.
intestinalis ndo seja bem esclarecido, esses dados podem sugerir o envolvimento dessas

células na patogenia em questdo. Estudos futuros devem elucidar essa relacao.

Também observamos uma reducdo inicial na populacdo de células NKT, no intestino e
linfonodos de animais infectados. No entanto, ao longo da infeccdo, essa populacéo celular
aumentou nesses animais, tratados ou ndao com Cy. Autores tém demonstrado que células
NKT podem apresentar efeito citotoxico para as células epiteliais em modelo de colite, numa
resposta Th-2 atipica mediada por IL-13 produzida pelas células NKT (Fusset al., 2004). J& na
infeccdo pelo T. gondii, as células NKT possuem um papel protetor, mas sdo suscetiveis a
invasdo direta pelo parasito (Perssom et al.,, 2009). Na infeccdo oral por T. gondii foi
demonstrado que células NKT infectadas desenvolvem um fendtipo de hipermotilidade in
vivo, sustentando a ideia de que T. gondii manipula a motilidade de células imunitarias para se
espalhar no hospedeiro (Harkeet al., 2013, Seipel et al., 2010), como foi demonstrado em

macrofagos (Harker et al., 2013).

Para microsporidios, foi demonstrado por Leichtet al. (2005) que a fagocitose de esporos em

culturas celulares é pouco evidenciada, ao contrério, ha grande prevaléncia de injecdo do
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esporoplasma pelo tabulo polar. Por outro lado, uma variedade de linhagens celulares é capaz
de fagocitar esporos de microsporidio (Couzinet et al., 2000, Franzen et al., 2005), sugerindo
que um processo de endocitose pode ser importante na microsporidiose intestinal. Os
microrganismos desenvolveram um rico repertorio de mecanismos para subverter processos
de endocitose da célula hospedeira, permitindo que a invasdo ocorra mesmo em células que
geralmente ndo fagocitam (Cossart e Sansonetti, 2004). Schottelius et al. (2000) sugeriram
que a membrana celular da célula hospedeira sofre invaginacfes no sitio de contato com os
esporos Encephalitozoon sp. junto ao tubulo polar, um processo semelhante a endocitose e,
posteriormente, o esporoplasma € injetado na célula. Nossas observacGes de microscopia
eletronica mostraram esse fenémeno ocorrendo de forma eventual enquanto o fenémeno de

fagocitose-like foi encontrado mais frequentemente.

Embora a protecdo contra os microsporidios seja predominantemente realizada por células T,
as células dendriticas (DCs) possuem papel importante e critico na estimulacdo dessas células.
As DCs presentes na mucosa intestinal sdo conhecidas como as células apresentadoras de
antigenos (APC) mais efetivas, capazes de primar células T raive em células efetoras e de
memoria (Steinman e Hemmi, 2006). A secrecdo de citocinas e quimiocinas a partir de
enterdcitos infectados resulta em migracao dessas células das placas de Peyer para a mucosa
(Goodman e Pizarro, 2013). Por outro lado, foi demonstrado, in vitro, que E. intestinalis inibe
a diferenciacdo de DCs (Bernal et al., 2016). Neste estudo, observamos uma reducdo na
populacdo de DCs das placas de Peyer nos animais infectados nos primeiros periodos de
observacdo (7 e 14 DPI), coincidentemente com o0s periodos de encontro das maiores cargas

parasitarias e maior prevaléncia de lesdes histopatoldgicas.

No trato gastrointestinal, as DCs desempenham papel importante na supressdo do

desenvolvimento de colite, induzindo o trafego de células T reguladoras no intestino, além de
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contribuir para a secrecdo de IgA a partir de células B no intestino delgado (Goodman
e Pizarro, 2013). As DCs da mucosa intestinal também estdo envolvidas na inducdo da
tolerancia oral, em que sdo responsaveis por suprimir a resposta inflamatoria excessiva
provocada pela microflora e antigenos ingeridos (Goodman e Pizarro, 2013). A quebra dessa
tolerancia pode diminuir a frequéncia de células T reguladoras e aumentar a de células Thl e
Th17 (Goodman e Pizarro, 2013). Se a menor frequéncia de DCs observada em nosso estudo
durante o curso da doenca esta relacionada a maior carga parasitaria observada ou uma
possivel migracdo dessas células para a mucosa intestinal, o que poderia contribuir para a
apresentacdo antigénica, ainda ndo foi esclarecido. Deve-se, ainda, considerar que a Cy possuli
papel imunomodulador sobre as DCs, que podem ser mobilizadas e ativadas, desempenhando
sua funcdo como APC, ja que apds 14 DPI observamos o inicio da resolucdo da infeccéo,

também em animais tratados com Cy.

Em conjunto, nossos resultados evidenciam uma resposta imune no intestino efetiva contra a
infeccdo pelo E. intestinalis, mesmo em camundongos imunossuprimidos com Cy. Nossos
achados podem contribuir para a melhor compreenséo da resposta imune contra as infeccoes

intestinais em condi¢Ges em que o sistema imune sofre os efeitos de imunossupressores.
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