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Resumo

Microsporidios do género Encephalitozoon sdo patdégenos intracelulares
obrigatérios altamente dependentes do metabolismo da célula hospedeira,
especialmente para obtencdo de energia. Considerando as diferencas
metabdlicas na producdo energética e utilizacdo de glicose pelas células
tumorais, este estudo teve como objetivo avaliar a multiplicacdo de E. cuniculi e
E. intestinalis pela contagem de esporos em diferentes linhagens celulares
tumorais cultivadas em condicdes de alta disponibilidade de glicose. Para isso,
a linhagem RK-13 e as linhagens tumorais MCF-7, B16F10 e NCI-H292 foram
cultivadas em meio RPMI suplementado com 5,5 mM ou 30 mM de glicose e
infectadas com esporos nas proporcées de 2:1, 4:1 e 6:1 (MOI 2, 4 e 6). ApOs 48
horas, a producdo de esporos foi quantificada em camara de Neubauer e a
viabilidade celular avaliada. Os resultados demonstraram que a multiplicacao de
ambas as espécies foi influenciada de maneira dependente da linhagem celular,
da concentracédo de glicose e da carga infecciosa. A suplementacdo com glicose
promoveu aumento significativo da producdo de esporos na linhagem H292,
porém néo reduziu a multiplicacdo de esporos no linhagem MCF-7. A linhagem
MCF7 apresentou maior producéo de esporos em condi¢des basais de glicose,
especialmente no MOI 2, sugerindo menor dependéncia de glicose elevada. As
células RK13 apresentaram resposta dependente da espécie de microsporidio,
com aumento do numero de esporos de E. cuniculi e reducéo de E. intestinalis
em meio enriquecido com glicose, indicando diferencas metabdlicas entre os
microsporidios. Ja a linhagem B16F10 exibiu comportamento intermediario, com
menor sensibilidade as variacbes de glicose e elevada taxa de necrose. Em
relacdo ao numero de esporos produzidos, o MOI 2 favoreceu consistentemente
no aumento da producdo de esporos, enquanto valores mais elevados néo
resultaram em aumento proporcional. A viabilidade celular manteve-se
relativamente estavel na maioria das condicdes e ndo se correlacionou
diretamente com a producdo de esporos. Além disso, foram observadas
diferencas nos padrdes de morte celular entre as linhagens, com maior necrose

em B16F10, maior estabilidade em MCF7 e maior envolvimento de apoptose na



linhagem H292, especialmente em condicdes de alta glicose. Em conjunto, os
dados sugerem a multiplicacdo de esporos de E. cuniculi e E. intestinalis foi
modulada tanto pela disponibilidade de glicose quanto pelas caracteristicas
metabdlicas intrinsecas de cada linhagem celular. Esses resultados destacam a
importancia das condigcbes metabodlicas de cultivo para a compreensédo das

interacOes parasita-hospedeiro.

Palavras-Chave: Glicose; Linhagens celulares tumorais; Metabolismo

glicolitico; Microsporidios; Multiplicacdo de esporos



Abstract

Microsporidia of the genus Encephalitozoon are obligate intracellular pathogens
highly dependent on host cell metabolism, particularly for energy acquisition.
Considering the metabolic differences in energy production and glucose
utilization among tumor cells, this study aimed to evaluate the multiplication of E.
cuniculi and E. intestinalis by spore counting in different tumor cell lines cultured
under conditions of high glucose availability. For this purpose, the RK-13 cell line
and the tumor cell lines MCF-7, B16F10, and NCI-H292 were cultured in RPMI
medium supplemented with 5.5 mM or 30 mM glucose and infected with spores
at ratios of 2:1, 4:1, and 6:1 (MOI 2, 4, and 6). After 48 hours, spore production
was quantified using a Neubauer chamber, and cell viability was assessed. The
results demonstrated that the multiplication of both species was influenced in a
cell line-, glucose concentration-, and infection load-dependent manner. Glucose
supplementation significantly increased spore production in the H292 cell line,
whereas it did not reduce spore multiplication in the MCF-7 cell line. MCF-7 cells
exhibited higher spore production under basal glucose conditions, particularly at
MOI 2, suggesting a lower dependence on elevated glucose levels. RK13 cells
showed a species-dependent response, with increased numbers of E. cuniculi
spores and reduced E. intestinalis spore production in glucose-enriched medium,
indicating metabolic differences between the microsporidia. In contrast, the
B16F10 cell line displayed an intermediate behavior, with lower sensitivity to
glucose variations and a high rate of necrosis. Regarding spore production, MOI
2 consistently favored increased spore production, whereas higher MOI values
did not result in proportional increases. Cell viability remained relatively stable
under most conditions and was not directly correlated with spore production. In
addition, differences in cell death patterns were observed among the cell lines,
with greater necrosis in BL6F10 cells, greater stability in MCF7 cells, and stronger
involvement of apoptosis in the H292 cell line, especially under high-glucose
conditions. Taken together, the data suggest that the multiplication of spores of

E. cuniculi and E. intestinalis was modulated both by glucose availability and by



the intrinsic metabolic characteristics of each cell line. These results highlight the
importance of metabolic culture conditions for understanding parasite—host
interactions.

Keywords: Glucose; Tumor cell lines; Glycolitic metabolism; Microsporidia;
Spore multiplication.
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1. Introducéo

Os patogenos oportunistas Encephalitozoon cuniculi e E. intestinalis
pertencentem ao filo Microsporidia, um grupo de fungos atipicos, unicelulares
e intracelulares obrigatorios e (Han and Weiss 2017). Os microsporidios sao
ubiquos na natureza e, entre os vertebrados, infectam mamiferos domésticos
de producdo (bovinos, caprinos, ovinos, suinos, bubalinos, equinos e
lagomorfos), animais de companhia (caninos e felinos), animais de
laboratério (camundongos e ratos) e animais selvagens (Han et al. 2020;
Magalhaes et al. 2022). Nos humanos, os microsporidios séo frequentes em
pacientes imunossuprimidos pelo HIV, por neoplasias ou por doencas
autoimunes, assim como pelo uso de anticorpos imunomoduladores ou
terapéutica contra a rejeicdo de transplantes, porém tem sido relatado em
criangas, idosos e individuos imunocompetentes (Han et al. 2021;

Seatamanoch et al. 2022).

A principal via de infec¢cdo ocorre pela ingestdo de esporos. Apos
contato com a célula hospedeira, os esporos evertem o tubulo polar,
promovendo a inje¢do do esporoplasma no citoplasma da célula hospedeira,
com a formacgdo de um vacuolo parasitoforo, no qual ocorre a multiplicacéo
e formacédo de novos esporos (Han and Weiss 2017). Os microsporidios ndo
possuem mitocéndrias e peroxissomos e dependem da célula hospedeira
para obtencdo de ATP necessario para sua proliferacdo (Wadi and Reinke
2020; Medeiros et al. 2021). Eles possuem uma organela mitocondrial
altamente reduzida, o mitossomo, desprovida de capacidade respiratoria
(Seatamanoch et al. 2022). Durante sua evolugdo, esses organismos
perderam vias metabodlicas essenciais, incluindo componentes do ciclo do
acido tricarboxilico e da fosforilacdo oxidativa, tornando-se altamente
dependentes da aquisicdo de energia e metabolitos do hospedeiro
(Seatamanoch et al. 2022). Espécies do género Encephalitozoon
apresentam transportadores de nucleotideos que permitem a importacao

direta de ATP do citoplasma da célula infectada, caracterizando-os como
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“parasitas energéticos” (Karnkowska et al. 2016). Seu metabolismo glicolitico
€ limitado e a disponibilidade de glicose no ambiente intracelular pode
influenciar diretamente a replicacdo e o desenvolvimento desses fungos
(Timofeev et al. 2020). Apesar do genoma reduzido, esses organismos
apresentam mecanismos eficientes para explorar os recursos metabdlicos
da célula hospedeira (Corradi et al. 2010; Hacker et al. 2014).

Estudos ultraestruturais demonstram que microsporidios do género
Encephalitozoon obtém ATP por meio da interagcdo direta com a mitocondria
da célula hospedeira, tanto via vacuolo parasitéforo quanto pelos estagios
proliferativos (Hacker et al. 2014; Luo et al. 2021; Luo et al. 2022). Canais
aniénicos dependentes de voltagem (VDACS) participam da transferéncia de
ATP da mitocdndria para o vacuolo parasitoforo (Hacker et al. 2014), e outros
transportadores de nucleotideos, como ATP e GTP, também foram
identificados. Além disso, andlises protebmicas e de expressdo génica
indicam que a infeccdo pode modular positivamente as vias metabdlicas do
hospedeiro, incluindo fosforilagdo oxidativa e metabolismo de &cidos graxos
(Li et al. 2018). Notavelmente, os niveis de ATP na célula hospedeira
permanecem relativamente estaveis, sugerindo que os microsporidios sdo
capazes de explorar recursos energéticos sem comprometer a viabilidade
celular (Luo et al. 2021).

Além disso, patdgenos intracelulares podem modular a dindmica
mitocondrial do hospedeiro para favorecer sua sobrevivéncia. Microsporidios
como E. cuniculi e E. hellem promovem alteracbes na fosforilagdo da
proteina DRP1, induzindo sua translocac¢éo para a membrana mitocondrial e
resultando em fragmentacdo mitocondrial da célula hospedeira (Luo et al.
2022). Nesse contexto, alteragcdes no metabolismo celular, incluindo a
disponibilidade de glicose e 0 estado energético das células, desempenham
papel central na infeccdo e multiplicacdo desses parasitas. Camundongos
com diabetes mellitus induzido por estreptozotocina foram desafiados com
E. cuniculi e apresentaram a maior suscetibilidade a infeccdo, quadro clinico
mais grave e maior carga fangica que dos animais nao diabéticos (Francisco

Neto et al. 2017). Nos animais infectados, foi observada a reducdo da
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glicemia simultanea ao aumento da carga fungica, portanto, a condicédo de
hiperglicemia foi favoravel a proliferacdo do patdgeno (Francisco Neto et al.
2017). Considerando a dependéncia metabdlica dos microsporidios em
relacdo a célula hospedeira, nés hipotetizamos que o enriguecimento do
meio de cultura com glicose poderia favorecer a multiplicacdo de
Encephalitozoon em células tumorais, contribuindo para otimizar a obtencao

de esporos em condi¢cdes laboratoriais.

As células neoplasicas apresentam fisiologia distinta das células
normais, caracterizada por alteracdes no metabolismo e na comunicagao
celular (Faubert et al. 2020). Essas células reprogramam seu metabolismo
para sustentar o crescimento acelerado (Faubert et al. 2020), destacando-se
a preferéncia pela glicélise mesmo na presenca de oxigénio — o chamado
efeito Warburg — associada ao aumento da atividade da fosforilacdo
oxidativa (Jia et al. 2018; Farhadi et al. 2022). Essa reprogramacgéao garante
a producdo continua de energia e de metabdlitos essenciais, permitindo a
multiplicacdo em condi¢Bes nutricionais limitantes e contribui para a
manutencdo do equilibrio energético e redox celular (Martin and McGee
2019).

A glicélise é uma via metabdlica citosélica independente de oxigénio
responsavel pelo catabolismo de carboidratos. Nesse processo, o piruvato
pode ser convertido em lactato, resultando em baixa producdo de ATP. Em
contraste, a respiragdo mitocondrial, por meio do ciclo do &cido tricarboxilico,
€ responsavel pela maior parte da producéo energética em células normais
sob condicBes aerdbicas. No entanto, células cancerigenas frequentemente
utilizam glicolise como principal fonte de energia, compensando a menor
eficiéncia energética por meio do aumento da captacéo de glicose (Farhardi
et al. 2020).

O padrao metabdlico e a flexibilidade energética variam entre 0s
diferentes tipos de células tumorais (Moreno-Sanchez et al. 2007; Martinez-
Reyes and Chandel 2021). As linhagens MCF7, B16F10 e NCI-H292
apresentam perfis metabdlicos distintos: as células MCF7 apresentam maior

dependéncia da fosforilagdo oxidativa e do metabolismo mitocondrial (Wang
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et al. 2020), enquanto as células B16F10 exibem um perfil altamente
glicolitico associado a maior agressividade (Zhuo et al. 2020); por sua vez,
NCI-H292 apresentam maior flexibilidade metabdlica, podendo alternar entre
glicdlise e respiracdo mitocondrial conforme as condicbes ambientais
(Chanda et al. 2023).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a multiplicacdo de E.
cuniculi e E. intestinalis nas linhagens tumorais MCF-7, B16F10 e NCI-H292

cultivadas em meio enriquecido com alta concentracgao de glicose.

2.Materiais e Métodos

2.1Linhagens celulares

Foram utilizadas 4 linhagens celulares, uma linhagem de células
convencionais - RK13 (Rabbit Kidney, provenientes do epitélio renal de coelho)
e considerada padrdo-ouro para Encephalitozoon, e 3 linhagens de células
tumorais, NCI-H292 ou H292 (derivada de carcinoma de células escamosas de
pulmdo humano), MCF-7 (linhagem derivada de adenocarcinoma mamario
humano, horménio-dependentes) e B16F10 (derivadas do melanoma murino de
camundongo C57BL/6. Todas as células foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (v/v) e 1% de penicilina e

estreptomicina, incubadas a 37°C com 5% de CO», mantidas frascos de 25 cm?.

2.2 Patégenos

Os esporos de E. cuniculi e de E. intestinalis foram cultivados em células
RK-13 (Rabbit Kidney) no Laboratério de Culturas Celulares da Universidade
Paulista. As culturas foram incubadas em meio R10 em atmosfera com 5% de
CO2 a temperatura de 37°C. Em intervalos de 7 dias, o sobrenadante da cultura
foi coletado e centrifugado por 30 minutos a 1500 rpm para obtencdo dos
esporos contidos no sedimento, os quais foram armazenados a 4°C. Os esporos
foram purificados em gradiente de Percoll (50%), lavados em PBS e contados

em camara de Neubauer.
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2.3Delineamento experimental

As linhagens tumorais MCF-7, B16F10, NCI-H292 e a linhagem RK13
foram cultivadas em placas com 24 pocos na concentracédo de 1x10° células por
poco. Placas distintas foram utilizadas para os diferentes microsporidios e para
os tipos celulares empregados. Os experimentos com as diferentes linhagens e
patdgenos foram feitos separadamente, para evitar contaminagédo cruzada de
células ou microsporidios. Os meios de cultura empregados foram o meio basal
da célula, R10 conforme descrito no item 2.1, porém o desafio foi feito em meio
RPMI suplementado com 5,5 mM de glicose identificados como M5.5 ou
suplementado com 30 mM de glicose, identificado como M30. ApGs 24 horas de
incubacédo, o sobrenadante foi removido e as culturas receberam os respectivos
meios com diferentes concentracdes de esporos de E. cuniculi ou E. intestinalis
nas propor¢des de 2:1, 4:1, 6:1, esporos por célula, ou seja numero de
microrganismos infectates (MOI) 2, 4 e 6, sendo incubadas por 48 horas (Fig. 1).
A seguir, os esporos produzidos nas culturas foram contabilizados em camara de

Neubauer e a viabilidade celular foi testada.
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Figura 1. Delineamento experimental. Células das linhagens RK13, H292, B16F10 e
MCF 7 foram cultivadas em placas em meio de cultura R10 por 24h. A seguir foram
desafiadas com esporos de E. cuniculi ou E. intestinalis nas concentracdes de 2, 4 e 6
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esporos em meio RPMI enriquecido com 5,5 mM de glicose ou 30 mM de glicose por
célula por 48 horas. Foram contabilizados os esporos produzidos em cada condicao,
assim como foi analisada a viabilidade das células nesse periodo. (Elaborado pela
autora com auxilio de ferramentas de inteligéncia artificial generativa ChatGPT, OpenAl).

2.4Avaliacéo da viabilidade celular

As células aderidas foram removidas com cell scraper e adicionadas as
células do sobrenadante. Entdo foram lavadas com tampdo Macs, sendo
centrifugadas por 5 minutos com 1500 rpm a 4°C. Apés descartar o
sobrenadante, as células foram incubadas com 100 pL do tampdo do Kit
7AAD/Anexina, 1 pL de 7AAD e 1 pyL Anexina em cada amostra, seguindo as
recomendacdes do fabricante, e foram incubadas por 15 minutos protegido da
luz a temperatura ambiente. Logo apds este periodo, adicionou-se 100 pyL do
tampéao do kit e realizada a leitura no citbmetro Acurri 6 imediatamente ao término

da marcacéao.

2.5Multiplicacéo dos esporos nas culturas de células

Apés 48 de incubacdo, o sobrenadante de cada poco foi coletado e
reservado. As células aderentes foram liberadas com auxilio do cell scraper e
rompidas mecanicamente para liberagdo dos esporos, utilizando seringa de 10
mL acoplada a agulha 22G. A suspensao foi repetidamente aspirada e expelida
sob pressdo, promovendo a lise mecéanica das células. O procedimento foi
repetido varias vezes até que, sob observacao microscopica, fosse confirmada
a liberacéo eficiente dos esporos. As células rompidas foram reunidas com o
sobrenadante e centrifugadas por 20 min a 500 x g. O sedimento foi diluido em 1
mL de PBS para a contagem dos esporos em camara de Neubauer. Esses

valores foram utilizados para a analise estatistica.

2.6 Analise estatistica

Os dados representativos de 3 experimentos distintos, independentes, em
guadriplicatas foram analisados por meio do teste de Shapiro—Wilk para
avaliacdo da normalidade e do teste ROUT para deteccéo de outliers entre os

paréametros analisados, como o0 MOI e o meio R10 ou R30. Posteriormente, 0s
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dados foram comparados utilizando ANOVA de medidas repetidas, e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, utilizando GraphPad Prism10. Para

todos os testes, adotou-se nivel de significancia de 0,05.

3 Resultados

3.1 A glicose modulou a multiplicacdo de Encephalitozoon de forma

dependente da linhagem celular

No presente estudo, a multiplicacdo de esporos de E. cuniculi e E.
intestinalis foi avaliada em diferentes linhagens celulares, cultivadas em meio
com concentracdo padrdo (M5,5) ou elevada de glicose (M30). Inicialmente,
comparou-se o comportamento de cada linhagem celular em relagdo ao MOl e a

concentracao de glicose (Fig. 2).

Para E. cuniculi, a linhagem RK13 considerada padrédo para seu cultivo,
apresentou maior multiplicacdo de esporos em meio com alta concentracdo de
glicose (M30), especialmente no MOI 4 (Fig. 2A). Entre as linhagens tumorais,
H292 (Fig. 2B) e B16F10 (Fig. 2C) apresentaram comportamento semelhante,
com maior producdo de esporos no MOI 2, sem diferencas relevantes nos
demais MOIs ou concentracdes de glicose (Fig. 2). Contudo para as células
MCF7, houve uma tendéncia de menor producéo de esporos em meio M30 (Fig.
2D).
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Figura 2. Carga fangica mensurada nas linhagens celulares cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com diferentes MOIs (2, 4, 6) de esporos de E. cuniculi. (A) Linhagem RK13.
(B) Linhagem NCI-H292. (C) Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias com pos-teste Tukey revelou diferengas
estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01** (n=4).

Em relacédo a E. intestinalis, verificou-se um padrao distinto (Fig. 3). Na
linhagem RK13, houve reducdo da producdo de esporos em meio M30,
particularmente nos MOIs mais elevados (4 e 6) (Fig. 3A). Em contraste, as
células H292 apresentaram aumento da producdo de esporos com a
suplementacao de glicose, sendo o maior efeito observado no MOI 2 e 4 (Fig.
3B). O mesmo comportamento das células RK13 foi observado nas células
tumorais B16F10 e MCF7, nas quais a suplementacdo com glicose também
resultou em diminuicdo do numero de esporos (Fig. 3C e 3D), exceto no MOI 6
para a B16F10 (Fig. 3C).

De modo geral, destaca-se que a suplementagcao com glicose favoreceu
a proliferagcdo de ambas as espécies de Encephalitozoon na linhagem H292,

especialmente em condi¢cdes de menor MOI 2.
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Figura 3. Carga fangica mensurada nas linhagens celulares cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com diferentes MOIs (2, 4, 6) de esporos de E. intestinalis. (A) Linhagem
RK13. (B) Linhagem NCI-H292. (C) Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Analise de
variancia (ANOVA) de duas vias com pés-teste Tukey revelou diferencas
estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01** (n=4).

Na segunda analise, comparou-se a multiplicacado de esporos entre todas
as diferentes linhagens celulares sob as mesmas condicdes de glicose e MOI.
Em meio M5,5, a linhagem H292 apresentou menor niumero de esporos de E.
cuniculi no MOI 2 (Fig. 4A), diferenca que se reduziu nos MOIs 4 e 6 (Fig. 4B e
4C). No entanto, a suplementacao com glicose aumentou a producao de esporos
nessa linhagem, igualando-se as demais (Fig. 4). Tendéncia semelhante foi
observada para E. intestinalis, cuja multiplicagdo aumentou nas células H292 em

meio enriquecido com glicose, independentemente do MOI (Fig. 5).
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Figura 4. Carga fungica mensurada nas diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 55 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. cuniculi. (A) MOI 1:2. (B) MOI 1:4. (C) MOI 1:6. Andlise
de variancia (ANOVA) de duas vias com poés-teste Tukey revelou diferencas
estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001**** (n=4).
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Adicionalmente, observou-se que a linhagem MCF7 apresentou maior
multiplicacéo de esporos de ambas as espécies em meio M5,5 (Fig. 4 e 5). Para
E. cuniculi, essa superioridade foi consistente em todos os MOIs, com destaque
para o MOI 2 (Fig. 4A). De forma semelhante, E. intestinalis apresentou maior
producdo de esporos em MCF7 no MOI 2 em meio padrdo (Fig. 5A), embora
essa diferenca tenha diminuido nos MOIs mais elevados, especialmente em

comparacao com a linhagem RK13 (Fig. 5B e 5C).

Em conjunto, os resultados indicam que em condicdes de glicose basal a
linhagem MCF7 favoreceu a maior producao de esporos, particularmente no MOI
2, enquanto a linhagem H292 apresentou maior responsividade ao aumento da

concentracao de glicose no meio.
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Figura 5. Carga fungica mensurada nas diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. intestinalis. (A) MOI 1:2. (B) MOI 1:4. (C) MOI 1:6. Analise
de variancia (ANOVA) de duas vias com pos-teste Tukey revelou diferencas
estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001****(n=4).
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3.2 Analise comparativa da producéo de esporos de E. cuniculi e E.
intestinalis nas diferentes células e condi¢des de cultivo

A multiplicacdo de esporos das duas espécies de Encephalitozoon nas
células RK13 apresentou-se em média entre 400 a 600 x10° esporos/mL, com
duas diferencas expressivas, no meio M5,5 a carga fungica foi maior para E.
intestinalis em MOI 4 e, no meio M30, a producéo de esporos foi maior para E.
cuniculi em MOI 6 (Fig. 6A). Ao avaliar a producao de esporos em células H292
constatamos maior variagdo nas médias de esporos contabilizados, entre 200 a
800 x10° esporos/mL (Fig. 6B). A maior producdo de esporos (800 x10°
esporos/mL) foi observada para E. intestinalis em MOI 2 e em meio M30. Para a
linhagem B16F10, a multiplicacdo de esporos das duas espécies de
Encephalitozoon foi em média de 400 a 600 x10° esporos/mL, sendo no meio
M30 a producéo de E. cuniculi foi maior nos MOIls 2 e 4 (Fig. 6C). No caso das
células MCF7, a suplementacao de glicose afetou negativamente a producéo de
esporos de E. intestinalis com producdes em média de 200 a 300 x10°
esporos/mL, nas demais condi¢fes a carga fangica foi superior a 500 x10°

esporos/mL (Fig. 6D).
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Figura 6. Comparacédo da carga fungica mensurada nas diferentes células cultivadas
com RPMI suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30)
e desafiadas com esporos de E. cuniculi ou E. intestinalis. (A) RK13. (B) NCI-H292. (C)
B16F10. (d) MCF7. Andlise de variancia (ANOVA) de duas vias com pés-teste Tukey
revelou diferengas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***,
p<0,0001**** (n=4).
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3.3 A viabilidade e o tipo de morte celular variou em funcao da

linhagem e da suplementacé&o de glicose

A linhagem RK13 apresentou os maiores indices de viabilidade, entre 60%
e 90%, especialmente em meio M5,5 no MOI 6. As células H292 (Fig. 7B) e
B16F10 (Fig. 7C) exibiram viabilidade média em torno de 50%. J&a a linhagem
MCF7 apresentou padréo semelhante ao de RK13, com valores entre 60% e
80%; contudo, observou-se reduc¢éo da viabilidade em meio M30 no MOI 6 (Fig.
7D).
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Figura 7. Andlise de viabilidade das diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. cuniculi. (A) Linhagem RK13. (B) Linhagem NCI-H292.
(C) Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Analise de variancia (ANOVA) de uma via
com pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,001***,
p<0,0001**** (n=4).

No cultivo de E. intestinalis, a viabilidade celular apresentou maior variagao
entre as linhagens (Fig. 8). As células RK13 exibiram viabilidade entre 30% e
60%, com redugé@o nos MOIs 2 e 6 em meio M30 (Fig. 8A). As células H292
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mantiveram viabilidade em torno de 40%, independentemente do meio ou do
MOI (Fig. 8B). Na linhagem B16F10, a viabilidade variou entre 40% e 50%, com
reducdo associada a suplementacdo com glicose (Fig. 8C). Em contraste, as
células MCF7 apresentaram maior viabilidade em meio M30 em todos os MOls,

mantendo valores entre 60% e 80% (Fig. 8D).
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Figura 8. Andlise de viabilidade das diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. intestinalis. (A) Linhagem RK13. (B) Linhagem NCI-H292.
(C) Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Andlise de varidncia (ANOVA) de uma via
com pos-teste Tukey revelou diferengas estatisticamente significantes p<0,05%,
p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001**** (n=4).

Também mensuramos a morte das linhagens celulares frente ao cultivo
com M5,5 ou M30 e o desafio com as duas espécies de microsporidios. Ao
desafiar as linhagens com E. cuniculi observou-se que os percentuais de necrose
das células RK13 ficaram em torno de 30%, com redugcao expressiva no grupo
cultivado com M5,5 desafiados com MOI 6, cerca de 10% (Fig. 9A). Na linhagem

H292, os maiores percentuais de necrose ocorreram frente ao cultivo com M30,

oMm30
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atingindo 30% de necrose, ao passo que em meio M5,5 ficaram em torno de 10%
(Fig. 9B). Para a linhagem B16F10, os percentuais de necrose ficaram acima de
40% sem diferencas entre o emprego dos meios M5,5 ou M30 e os MOIs (Fig.
9C). No caso das células MCF7, os percentuais de necrose ficaram abaixo de
15% em todas as condi¢cfes, com diferenca no MOI 6 em relacédo ao meio, sendo
maior a necrose medicante o uso de meio M30 (Fig. 9D). Em geral, as
porcentagens de apoptose e a apoptose tardia foram baixas com destaque para
a linhagem H292, que apresentou percentual de apoptose e apoptose tardia
entre 10 e 30% em meio M5,5 (Fig. Supl. 1, 2). Também identificou-se maiores

percentuais de apoptose tardia nas células MCF7 (Fig. Supl. 1, 2).
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Figura 9. Andlise de morte por necrose das diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. cuniculi. (A) Linhgem RK13. (B) Linhagem NCI-H292. (C)
Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Analise de variancia (ANOVA) de uma via com
pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05*, p<0,01**,
p<0,001*** p<0,0001**** (n=4).

Os percentuais de necrose ficaram abaixo de 15% nas células RK13
desafiadas com E. intestinalis (Fig. 10A). Para a linhagem H292, a

suplementacao de glicose reduziu o percentual de necrose em todos os MOlIs



30

(Fig. 10B), permanecendo abaixo de 15%, enquanto que na condicdo M5,5 os
percentuais foram superiores a 20%. Entretanto, essa linhagem apresentou
aumento de morte por apoptose e apoptose tardia, especialmente no cultivo com
meio M30 (Fig. Supl. 3, 4). Ja nas células B16F10, o percentual de necrose
variou de 20 a 45%, com maior necrose nas células cultivadas com M30 no MOI
6 (Fig. 10C). Para a linhagem MCF7, os percentuais de necrose foram inferiores
a 10% com registros menor percentual nos cultivos com meio M30 (Fig. 10D).
Os percentuais de apoptose e apoptose tardia para as demais linhagens, RK13,
B16F10 e MCF7, foram inferiores a 10% (Fig. Supl. 3, 4).

+
]
15+ Lo
g | o 1 $“1 % .
§ 10+ | " ‘ § =
. . M L i
W 1 L] © 20+ e
o i+ | I © °
0 T T o<
12 14 1:2 1
(o D MCF7
‘ "+ e

T RN

L)
1:6

H292

* | OMS5S

.lo
4

B16F10
*

ok -

50+

% de Necrose
:

Figura 10. Andlise de morte por necrose das diferentes células cultivadas com RPMI
suplementado com 55 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose (M30) e
desafiadas com esporos de E. intestinalis. (A) Linhagem RK13. (B) Linhagem NCI-H292.
(C) Linhagem B16F10. (D) Linhgem MCF7. Analise de variancia (ANOVA) de uma via
com pos-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05%,
p<0,01**, p<0,001*** p<0,0001**** (n=4).

3.4 Resumo dos principais resultados

Os principais resultados estéo reunidos na figura 11. Em conjunto, esses

resultados demonstram que a interag&o entre concentracao de glicose, linhagem
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celular e espécie deEncephalitozoon determina de forma complexa a eficiéncia
da multiplicacéo fangica, destacando o papel central do metabolismo da célula

hospedeira nesse processo.

SINTESE DOS PRINCIPAIS ACHADOS

Efeito da glicose (M30 vs M5,5) na proliferacao de microsporidios e viabilidade/morte celular
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Figura 11. Sintese dos principais resultados observados nesse estudo. (Elaborado pela
autora com auxilio de ferramentas de inteligéncia artificial generativa ChatGPT, OpenAl).

4. Discussao

Os microsporidios séo fungos intracelulares que apresentam maquinaria
metabdlica extremamente reduzida, sendo incapazes de produzir seu proprio
ATP, assim para sustentar seu crescimento e a producao de esporos sequestram
as vias energéticas e os nutrientes da célula hospedeira (Timofeev et al. 2020).
Os resultados do presente estudo demonstraram que a disponibilidade de
glicose no meio de cultura exerce influéncia direta sobre a multiplicacdo de E.

cuniculi e E. intestinalis, de forma dependente da linhagem celular. Observou-se
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gue a linhagem H292 apresentou aumento consistente na producéao de esporos
em condicdes de alta concentracao de glicose, enquanto outras linhagens, como
MCF7, apresentaram resposta oposta, com melhor desempenho em
concentragbes basais de glicose. Ao contrario da nossa hipoétese inicial, o
presente estudo mostrou que a maior oferta de glicose néo resultou diretamente

em maior multiplicacdo de esporos.

A linhagem H292 apresentou aumento consistente na produgédo de
esporos em condicbes de alta concentracdo de glicose para espécie E.
intestinalis, independente do MOI, sugerindo que o acréscimo desse substrato
poderia intensifica o fluxo glicolitico e a disponibilidade de intermediarios
metabdlicos, criando um ambiente intracelular mais permissivo a replicacéo
fungica. Esse comportamento também poderia ser atribuido a um fendtipo
metabdlico predominantemente glicolitico, frequentemente associado ao efeito
de Warburg, no qual a elevada captacéo de glicose sustenta a producéo de ATP
(Chanda et al. 2023).

Por sua vez, a linhagem MCF7 apresentou melhor desempenho em
condi¢cBes de glicose basal, em especial para E. intestinalis, indicando que a
suplementacdo glicidica ndo se traduz necessariamente em maior suporte
energético aos fungos. A linhagem MCF7 apresenta um perfil metabdlico
caracterizado por elevada flexibilidade bioenergética, no qual a fosforilacédo
oxidativa desempenha papel central na producdo de ATP, complementada por
uma glicolise moderada e altamente regulada (Wang et al. 2020). Diferentemente
de linhagens com predominancia glicolitica, a MCF7 mantém mitocéndrias
funcionalmente ativas e depende significativamente da oxidacédo de substratos
alternativos, como glutamina e acidos graxos, para sustentar seu metabolismo
energético e biossintético (Drabovicha and Pavlou 2012). Além disso, E.
intestinalis atua remodelando as mitocondrias da célula hospedeira, promovendo
sua fragmentacéo e estreita associagdo com os vacuolos parasitoforos, o que é
consistente com um intenso intercambio metabdlico (Antdo et al. 2023). Assim
esses resultados sugerem que em células com metabolismo mais equilibrado e
eficiente, a permissividade a infeccéo esta mais associada a organizacao interna

do metabolismo do que a simples abundancia de substratos energéticos.
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A linhagem B16F10 apresenta um perfil metabdlico caracterizado por
intensa atividade glicolitica, associada a elevada captacao de glicose e producéo
de lactato, tipico de tumores altamente agressivos (Zhuo et al. 2020). No entanto,
esse metabolismo é frequentemente acompanhado por menor eficiéncia
bioenergética e maior instabilidade celular, com aumento de estresse oxidativo
e morte celular (Fischer et al. 2018). Os resultados desse estudo mostraram que
as células B16F10 exibiram um perfil intermediario, com menor responsividade
as variacdes na concentracao de glicose e elevada taxa de necrose, o que pode
comprometer a eficiéncia da replicacdo parasitaria. A alta taxa de morte celular
sugere um ambiente intracelular menos estavel, possivelmente associado a
estresse metabodlico ou inflamatorio, limitando a capacidade do parasita de
completar seu ciclo replicativo (Fernandes and Zamboni et al. 2024). Nesse
contexto, mesmo na presenca de substratos energéticos adequados, a
integridade funcional da célula hospedeira parece ser um fator limitante para a
multiplicagao de Encephalitozoon. Assim, os resultados sugerem que a eficiéncia
do sistema hospedeiro-parasita depende ndo apenas da disponibilidade de
nutrientes, mas também da estabilidade metabdlica e estrutural da célula

infectada, particularmente em linhagens com maior propenséo a necrose.

A linhagem RK13 apresentou um comportamento claramente dependente
da espécie de Encephalitozoon, com aumento da multiplicacdo de E. cuniculi em
condi¢cBes de alta glicose e reducdo para E. intestinalis, indicando diferencas
intrinsecas na forma como essas espécies exploram o metabolismo da célula
hospedeira. E. cuniculi e E. intestinalis ttm genomas extremamente compactos
e muito semelhantes no “nucleo” cromossémico, compartilhando praticamente o
mesmo conjunto basico de genes. Contudo, E. intestinalis perdeu grandes blocos
subteloméricos presentes no E. cuniculi, resultando em um genoma cerca de 20%
menor, mas sem repercussao no repertdrio funcional basico (Sobottka et al.
1999; Corradi et al. 2010). E. cuniculi perdeu a maior parte das vias de producéo
de ATP e depende diretamente da importacéo de nucleotideos energéticos por
meio de transportadores especializados localizados na sua superficie, tornando-
se altamente sensivel a disponibilidade energética da célula infectada (Tsaousis

et al. 2008). Além disso, E. cuniculi é capaz de reorganizar o
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ambiente intracelular, recrutando mitocondrias do hospedeiro para regides
préximas ao vacuolo parasitéforo, onde a presenca de proteinas como VDAC

favorece a transferéncia de ATP (Hacker et al. 2014).

N&o existem informacfes sobre as variacdes metabdlicas entre as duas
espécies de Encephalitozoon, porém € plausivel supor as diferencas genéticas
possam refletir no metabolismo, pois esses fungos tém genomas muito reduzidos
e qualquer ganho ou perda de genes pode ter impacto metabdlico e funcional.
Assim, as diferencas observadas na multiplicacao de E. intestinalis e E. cuniculi
nas linhagens celulares cultivadas sob diferentes concentracbes de glicose,
como observado na H292 e RK13, também possam ser decorrentes de
diferengas no metabolismo do microsporidio.

Nesse contexto, 0 aumento da concentracdo de glicose no meio poderia
intensificar o metabolismo celular, elevando a producdo de ATP e de
intermediarios metabdlicos derivados da glicélise, que sédo entdo explorados pelo
parasita. Dessa forma, em uma linhagem permissiva como RK13, o aumento da
glicose provavelmente amplia a disponibilidade de recursos metabdlicos
acessiveis ao parasita, favorecendo sua replicacdo e resultando em maior
producdo de esporos. Em contraste, a reducdo do niumero de esporos de E.
intestinalis em alta glicose sugere que essa espécie requer um ambiente
metabdlico mais restrito ou finamente regulado, sendo mais sensivel a alteracfes
no equilibrio energético e redox da célula. Esse padrao reforca a hipotese de que
E. intestinalis apresenta maior dependéncia de interagcbes metabdlicas
especificas (Corradi et al. 2010), como aquelas envolvendo mitocondrias, e pode
nao se beneficiar de forma direta do aumento indiscriminado de substratos

energéticos.

Em relagdo ao MOI, os resultados indicam que cargas infecciosas mais
baixas favorecem a multiplicacdo de Encephalitozoon, uma vez que o MOI 2
promoveu consistentemente maior producdo de esporos, especialmente nas
linhagens NCI-H292 e MCF7. Em contraste, o aumento do MOI néo resultou em
incremento proporcional da replicagdo parasitéria, sugerindo a existéncia de um

limiar 6timo de infecgdo. Esse comportamento pode ser explicado pelo fato de
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gue cargas infecciosas elevadas impdem maior demanda metabolica a célula
hospedeira, levando a um desequilibrio energético e ao esgotamento de
recursos essenciais, como ATP e precursores biossintéticos, dos quais 0s
microsporidios sdo altamente dependentes (Luo et al. 2021; Luo et al. 2022) .
Além disso, infecgcdes mais intensas podem desencadear estresse celular,
incluindo disfuncdo mitocondrial, acimulo de metabdlitos téxicos e ativacéo de
vias de morte celular, comprometendo a capacidade do parasita de completar
seu ciclo replicativo (Li et al. 2018; Silva et al. 2025). Dessa forma, os dados
sugerem que a producdo de esporos de Encephalitozoon depende de um
equilibrio entre carga infecciosa e capacidade metabdlica da célula hospedeira,
no qual niveis moderados de infeccdo permitem a exploracdo otimizada dos
recursos celulares, enquanto cargas elevadas resultam em um ambiente menos

permissivo ao desenvolvimento do patégeno.

Foi observada dissociacdo entre viabilidade celular e producédo de
esporos, 0 que sugere que a replicacdo de Encephalitozoon ndo esta
diretamente condicionada apenas a sobrevivéncia global da célula hospedeira,
mas sim a sua competéncia metabdlica e funcional durante a infec¢cdo. Embora
a viabilidade tenha se mantido relativamente estavel na maioria das condicdes,
os diferentes padrbes de morte celular entre as linhagens indicam que a
gualidade do ambiente intracelular exerce papel mais relevante do que a simples
integridade celular. Nesse contexto, a elevada necrose observada na linhagem
B16F10 pode comprometer a replicacdo parasitaria ao gerar um ambiente
desorganizado, com perda de homeostase metabdlica, liberacdo de contetudo
citoplasmatico e reducéo da disponibilidade controlada de recursos energéticos.
Para T. gondii, foi observada reducéo da carga parasitaria em macrofagos apos
inducdo de necroptose (Erazo and Knoll, 2025). A necrose por estresse

metabdlico esta ligada a perda de homeostase energética (crise de ATP/NAD™)

e desorganizacao de organelas (Lee et al. 2018).

A linhagem MCF7 é conhecida por apresentar deficiéncia de caspase-3,
0 que compromete a execuc¢do da apoptose classica e favorece a ativacao de

mecanismos alternativos de morte celular, como processos do tipo “cell-in-cell’
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(Wang et al. 2016). Como consequéncia, a morte celular tende a ocorrer de forma
mais lenta e menos eficiente, permitindo a manutencéo da integridade estrutural
e metabdlica da célula por periodos mais prolongados. Esse perfil pode contribuir
para a criacdo de um ambiente intracelular mais estavel e funcional, favorecendo
a replicacdo de parasitas intracelulares. Tal interpretacéo é consistente com os
resultados observados no presente estudo, nos quais a linhagem MCF7
apresentou maior viabilidade e sustentou elevada producdo de esporos em
condic¢des basais, reforcando que ndo apenas o metabolismo, mas também os
mecanismos de morte celular da célula hospedeira desempenham papel

importante na modulacdo da multiplicacdo de Encephalitozoon.

Ja a linhagem NCI-H292 apresentou maior envolvimento de apoptose,
especialmente em condi¢des de alta glicose, o que pode refletir um estado de
estresse metabdlico associado a intensa atividade glicolitica. Diferentemente da
necrose, a apoptose é um processo mais controlado, podendo inicialmente
preservar a integridade estrutural da célula e permitir a continuidade da
replicacdo parasitaria em fases iniciais da infeccdo (Fernandes and Zamboni
2024). No entanto, sua progressao pode limitar a producdo de esporos em
estagios tardios. Em conjunto, esses dados indicam que diferentes modalidades
de morte celular impactam de forma distinta a replicacdo de microsporidios,
sendo a estabilidade metabdlica e estrutural da célula hospedeira um fator critico

para a eficiéncia do ciclo parasitario.

5. Conclusao

Os resultados demonstram que a multiplicacdo de E. cuniculi e E.
intestinalis foi modulada de forma dependente da linhagem celular hospedeira e
da disponibilidade de glicose no meio de cultura. A linhagem NCI-H292
apresentou maior responsividade a suplementacdo de glicose, com aumento
consistente na producao de esporos, enquanto a linhagem MCF7 favoreceu a
multiplicacdo em condi¢gBes basais de glicose. Além disso, foram observadas

diferencas relevantes entre as espécies de Encephalitozoon, especialmente na
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resposta a glicose. O MOI 2 mostrou-se a condicdo mais favoravel para a

replicacdo parasitaria, independentemente da linhagem.
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Figura Suplementar 1. Andlise de morte por apoptose das diferentes células cultivadas
com RPMI suplementados com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose
(M30) e desafiadas com esporos de E. cuniculi. Andlise de variancia (ANOVA) de uma
via com poés-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05*%,

p<0,01**.
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Figura Suplementar 2. Analise de morte por apoptose tardia das diferentes células
cultivadas com RPMI suplementados com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de
glicose (M30) e desafiadas com esporos de E. cuniculi. Andlise de variancia (ANOVA)
de uma via com pds-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001****
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Figura Suplementar 3. Andlise de morte por apoptose das diferentes células cultivadas
com RPMI suplementados com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de glicose
(M30) e desafiadas com esporos de E. intestinalis. Analise de variancia (ANOVA) de
uma via com p0és-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes p<0,05%,

p<0,01**, p<0,001***, p<0,0001****
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Figura Suplementar 4. Analise de morte por apoptose tardia das diferentes células
cultivadas com RPMI suplementados com 5,5 mM de glicose (M5,5) ou com 30 mM de
glicose (M30) e desafiadas com esporos de E. intestinalis. Andlise de variancia (ANOVA)
de uma via com pds-teste Tukey revelou diferencas estatisticamente significantes
p<0,05*, p<0,01**, p<0,001*** p<0,0001****



