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Esta tese é constituida por 2 capitulos:
1. Introducao: Morte celular e Eferocitose -
revisao de literatura
2. Paper intitulado “Encephalitozoon cuniculi
UTILIZA A EFEROCITOSE COMO MECANISMO
DE EVASAO DA IMUNIDADE” que sera

enviado para Cell Host & Microbe



Capitulo 1.

1.1 Introducao: Morte celular e Eferocitose - revisao de literatura

A infeccdo por patdgenos intracelulares pode levar a morte celular, sendo esta
considerada um mecanismo desenvolvido para reduzir ou impedir a replicacdo e disseminacao
de patogenos (Stephenson et al.,, 2016). Para o hospedeiro, a morte desencadeada por
patégenos podem proporcionar: (a) remoc¢do do ambiente intracelular necessario para a
sobrevivéncia e replicacdo; (b) efeitos antipatogénicos diretos dos componentes
intracelulares liberados; (c) inicio de uma resposta inflamatdria antimicrobiana pela
apresentacdo de padrées moleculares associados a danos (DAMPs) e padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs); e (d) captacdo e apresentacdo de antigenos
patogénicos pelas células apresentadoras de antigenos (Jorgensen et al., 2017).

Os mecanismos envolvidos na morte celular tém sido amplamente estudados nos
ultimos anos, provocando modificacdes na forma de entendimento do fen6meno de morte,
gue além das consideracbes tradicionais relativas a morfologia, observam os processos
bioquimicos relacionados. Assim, a morte celular pode ser categorizada em necrose celular
acidental (morte celular acidental) ou morte celular regulada, essa ultima incluindo varias
formas de morte, como por exemplo apoptose (dependente ou independente de caspase),
piroptose, partanatos e necroptose (Galluzzi et al., 2015).

A necrose ou morte celular acidental ocorre apds um insulto fisico ou quimico grave,

rupturadamembrana por extremos de pressao, temperatura, osmolaridade, pH ou exposicao



a agentes como detergentes e toxinas bacterianas, e é insensivel a manipulacdo farmacoldgica
ou genética. Como a necrose resulta em liberacdo descontrolada do conteudo celular,
incluindo DAMPs, trata-se de um fend6meno altamente pro-inflamatério (Blander, 2017, Yatim
et al., 2017).

A necroptose é uma forma regulada de necrose, na qual a célula se rompe e libera
componentes intracelulares que podem desencadear uma resposta imune inata. Essa forma
de necrose atua contra infeccdes mediadas por patdgenos, caracterizadas morfologicamente
por edema celular seguido pela ruptura da membrana plasmatica (Brault, Oberst, 2017). E
sabido que o envolvimento de receptores como Fas, TNF e TRAIL pode levar a morte celular
através do recrutamento da caspase-8, levando ao inicio da via apoptodtica extrinseca (Orzalli,
Kagan, 2017). Ao contrario da natureza imunossupressora da apoptose, a necroptose é um
processo altamente inflamatdrio e que ndao depende da atividade da caspase (Berghe, 2014,
Wajant, 2019, Jinawong, 2020). A sinalizacdo de necroptose é modulada pelas cinases RIPK1
e RIPK3 e a inibigdo dessas cinases confere resisténcia em varios modelos de doengas animais,
sugerindo que a inflamacdo causada pela necroptose contribui para o dano tecidual e que
inibidores dessas cinases podem ter potencial terapéutico (Newton, Manning, 2016; Orzalli,
Kagan, 2017).

Partanatos é o termo utilizado para indicar um modo especifico de morte celular
envolvendo as enzimas responsivas a danos ao DNA, as polimerases (ADP-ribose, PARPs) e
cromatolise, independente de caspases. Esse tipo de morte tem papel em varios cendrios
experimentais e fisiopatoldgicos, incluindo acidente vascular cerebral, diabetes, inflamagao e

neurodegeneracao (David et al., 2009).



O termo piroptose foi utilizado para descrever uma morte peculiar de macrofagos
infectados por Salmonella typhimurium, sendo posteriormente identificado para outras
bactérias, incluindo Shigella flexneri, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Francisella tularensis e a toxina Bacillus anthracis (Elliott, Ravichandran, 2016) Posteriormente
demonstrou-se que a piroptose ndo é um processo especifico para macrdéfagos ou para
infeccOes bacterianas, sendo que as células piroptdticas podem apresentar caracteristicas
morfoldgicas apoptdticas e/ou necréticas (Kepp et al., 2010, Man et al., 2017).
Bioquimicamente, uma caracteristica da piroptose é a ativagdo precoce da caspase-1 induzida
através de inflammassoma, resultando na liberacdo de interleucina pirogénica-1b (IL-1b) e IL-
18 (Hayward et al., 2018). A piroptose é uma morte celular programada altamente
inflamatdria, utilizada pela imunidade inata no combate a patdgenos intracelulares

(Bergsbaken et al, 2009).

Tradicionalmente, a apoptose foi reconhecida como uma morte celular programada e
dependente de caspases, resultando em uma série de alteragdes morfoldgicas e moleculares
com a fragmentacao nuclear e celular e a formacao de vesiculas apoptdticas que expressam
os sinais “find-me” e “eat-me”, atraindo fagdcitos, levando ao clearence por eferocitose
(Galluzzi et al., 2015). A apoptose é crucial para a homeostase normal do tecido e para a
modulagdo da resposta imune e pode ser desencadeada por uma grande variedade de
patdgenos, incluindo bactérias intracelulares, parasitas e virus (Shigekazu, 2018). A apoptose
também pode ser iniciada por linfécitos T citotdxicos (CTLs) ou células natural killers (NK) que
liberam granzimas, que ativam caspases apoptdticas. Apds a conclusdo da apoptose, o

conteudo celular é encapsulado dentro dos corpos apoptdticos ligados a membrana. Se esses



corpos ndo forem limpos, eles sofrerdo necrose secundaria (ruptura), liberando DAMPs no
espaco extracelular (Jorgensen et al., 2017).

A inducdo de morte celular pode ser suficiente para reduzir e controlar a replicacdo de
patdgenos ou pode ser associada ou mediada por mecanismos eferocitarios (Martin et al.,
2014). Nesse sentido, estudos voltados para o reconhecimento dos mecanismos de morte
celular envolvidos na patogénese de infecgdes tém sido desenvolvidos para entender se
constituem ferramentas de evasdo da resposta imune e perpetuacao no hospedeiro. Varios
patdégenos intracelulares, incluindo microsporidios, desenvolveram meios para subverter
mecanismos de apoptose para manter ou prolongar a infecgao. O microsporidio E. cuniculi é
capaz de suprimir a apoptose de células Vero e modular o ciclo celular (del Aguila et al., 2006).
Microsporidios de insetos, como Anncaliia algerae, Nosema bombycis e Nosema ceranae,
inibem a apoptose, respectivamente, de fibroblastos pulmonares humanos (Scanlon et al.,
1999), de células ovarianas de Bombix mori (He et al., 2015) e de células do epitélio ventricular
de Apis melifera (Hige et al., 2007). O fungo Cryptococcus neoformans, vem sendo estudado
devido a sua capacidade de resistir ao mecanismo de morte que os macréfagos alveolares
produzem, sugerindo que um dos mecanismos seja devido a cdpsula presente em volta desse
fungo, necessitando de mais estudos para esclarecer a relevancia desse patdgeno no
mecanismo “Cavalo de trdia” (Rodas, 2012).

Por outro lado, alguns patdégenos podem usar mecanismos eferocitarios para invadir o
fagécito em uma manobra do tipo “cavalo de Trdia” e, assim, perpetuar ou melhorar a
replicacdo e disseminacdo (Martin et al., 2014). No ambiente inflamatério observa-se
inicialmente uma resposta proinflamatdria aos patégenos com injuria tecidual.
Posteriormente, a produgao de lipidios e citocinas antiinflamatdrias suprimem a inflamacgao e

restauram a homeostasia tecidual. A fagocitose de células apoptdticas por macréfagos é
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crucial nos eventos tardios da inflamacdo. O processo de fagocitose de células apoptdticas,
também denominado eferocitose, envolve a interacdao de um grande nimero de receptores e
opsoninas com seus respectivos ligantes celulares expostos durante os varios estagios da
morte celular programada. A eferocitose resulta na supressdo da resposta imune pela
liberagdo de mediadores antiinflamatérios como IL-10, TGF-a, prostaglandina E2 (PGE2),
assim como inibicdo da sintese de mediadores proinflamatérios como TNF-y, GM-CSF, IL-12,
IL-1B e IL-18 e LTC4 (Medeiros et al., 2009, Karaji, Sattentau, 2017).

O impacto da imunossupressao induzida pela fagocitose de células apoptéticas tem
sido demonstrado em diferentes modelos de infecgdo e processos inflamatdérios cronicos. A
interagao de linfocitos T apoptdticos com macréfagos infectados promove o crescimento de
parasitas de forma dependente de prostaglandina (PGE2), TGF-a e sintese de poliaminas. A
producao exacerbada de PGE2 tem sido associada a maior suscetibilidade a infeccoes
bacterianas, além de induzir a producdo de IL-10 (Strassmann et al., 1994), a PGE2 inibe muitos
aspectos funcionais de macréfagos e neutroéfilos atuando diretamente nos mecanismos de
defesa antimicrobiana no pulmao (Behar et al., 2011). Desta forma, os estudos referentes aos
receptores e sinais moleculares desencadeados por PGE2 na supressao da resposta imune
induzida por células apoptoéticas sao de grande relevancia para o entendimento da
participacao de eicosandides como moduladores da resposta imune nas infecgdes. A inibigdo
da atividade microbicida por PGE2 é mediada por EP2 e EP4 através da inibigdo da ativagao de

NADPHox e geracdo de ROl (reactive oxygen intermediate).
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RESUMO

Os microsporidios sdao reconhecidos como patégenos oportunistas em individuos com
imunodeficiéncias, especialmente de células T. Estudos tém demonstrado participacao
importante de macrofagos no inicio da infecgao, embora a atividade de linfécitos T CD8* seja
primordial para eliminagdo desses patdgenos, macréfagos e outras células da imunidade inata
apresentam um papel critico na ativagdo da imunidade adquirida. Apds a morte programada,
fragmentos celulares ou corpos apoptéticos sdo depurados por células fagociticas, fenomeno
denominado eferocitose e que tem sido reconhecido como forma de evasdao da imunidade
por patégenos intracelulares. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o
impacto da eferocitose de células apoptéticas infectadas ou ndao em macréfagos desafiados
com o microsporidio Encephalitozoon cuniculi. Para tal, macréfagos, obtidos a partir de
mondcitos de medula éssea de camundongos C57BL, foram pré-incubados com células Jurkat
apoptotica (ACs) e entdo desafiados com esporos de E. cuniculi. Os mesmos procedimentos
foram realizados para experimentos utilizando células Jurkat previamente infectadas (IACs)
com esporos de E. cuniculi antes da pré-incubagdo de macroéfagos. Foram contabilizados os
macrofagos em fagocitose e o nimero médio de esporos internalizados pelos mesmos pela
técnica de Calcoflior. A expressdao de CD40, CD206, CD80, CD86 e MHCII foram mensuradas
por citometria de fluxo, assim como as citocinas liberadas nos sobrenadantes das culturas. O
estudo ultraestrutural foi realizado para analise das formas de multiplicagao do patdgeno.
Macrofagos pré-incubados com ACs desafiados com E. cuniculi apresentaram maior
porcentagem de fagocitose e média de esporos internalizados e presenca de estagios de
multiplicagao do patdgeno no interior dos macréfagos, particularmente apds a eferocitose de
corpos apoptdticos infectados. Adicionalmente, a pré-incubagdo com ACs ou IACs e/ou o
desafio com o patégeno diminuiu a viabilidade dos macréfagos, marcada por altas
porcentagens de apoptose. Embora com expressao aumentada de CD40 e liberagdo de
citocinas proinflamatdrias, foi a expressao acentuada de CD206 e a liberagao de grandes
quantidades de IL-10 e IL-6 que indicou a polarizagdao dos macroéfagos para um perfil M2,
compativel com eferocitose e a permissividade ao desenvolvimento do patégeno. Nos
concluimos que o patégeno se favoreceu com a eferocitose e polarizou os macréfagos para

um perfil M2, o que permitiu a sobrevivéncia e multiplicagao do E. cuniculi no interior de
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macrofagos, fato que pode explicar a possibilidade de macréfagos atuarem como cavalos de

Trdia nas microsporidioses.

Palavras-Chave: Células jurkart, macrofagos medulares, fagocitose, apoptose,

Encephalitozoon cuniculi, microsporidios.
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ABSTRACT
Microsporidia are recognized as opportunistic pathogens in individuals with
immunodeficiencies, especially T cells. Studies have shown an important participation of
macrophages in the beginning of the infection, although the activity of CD8* T lymphocytes is
essential to eliminate these pathogens, macrophages and other innate immunity cells. play a
critical role in activating acquired immunity. After programmed death, cell fragments or
apoptotic bodies are cleared by phagocytic cells, a phenomenon called efferocytosis and
which has been recognized as a way of evading immunity by intracellular pathogens. In view
of the above, the objective of the present study was to evaluate the impact of the efferocytosis
of apoptotic cells infected or not on macrophages challenged with the Encephalitozoon
cuniculi microsporidia. For this purpose, macrophages, obtained from bone marrow
monocytes from C57BL mice, were pre-incubated with apoptotic Jurkat cells (ACs) and then
challenged with E. cuniculi spores. The same procedures were performed for experiments
using previously infected Jurkat cells (IACs) with E. cuniculi spores before macrophage pre-
incubation. Macrophages in phagocytosis and the average number of spores internalized by
the Calcofluor technique were counted. The expression of CD40, CD206, CD80, CD86 and
MHCII were measured by flow cytometry, as well as the cytokines released in the culture
supernatants. The ultrastructural study was carried out to analyze the forms of multiplication
of the pathogen. Macrophages pre-incubated with CAs challenged with E. cuniculi showed a
higher percentage of phagocytosis and an average number of internalized spores and the
presence of stages of multiplication of the pathogen inside the macrophages, particularly after
the efferocytosis of infected apoptotic bodies. Additionally, pre-incubation with ACs or IACs
and/or the challenge with the pathogen decreased the viability of macrophages, marked by
high percentages of apoptosis. Although with increased expression of CD40 and release of
proinflammatory cytokines, it was the marked expression of CD206 and the release of large
amounts of IL-10 and IL-6 that indicated the polarization of macrophages to an M2 profile,
compatible with efferocytosis and permissiveness to pathogen development. We concluded
that the pathogen favored efferocytosis and polarized the macrophages to an M2 profile,
which allowed the survival and multiplication of E. cuniculi inside macrophages, a fact that

may explain the possibility of macrophages acting as Trojan horses in microsporidiosis.
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3.INTRODUGAO

O filo Microsporidia compreende um grupo diversificado de patdgenos unicelulares,
intracelulares obrigatdrios, formadores de esporos, amplamente distribuidos na natureza
desde sua identificagdo ha mais de 150 anos, como agente etioldgico da pebrina em bicho da
seda (Vavra, 2014, Cali et al., 2017). Sdo descritos mais de 200 géneros e 1.400 espécies de
microsporidios, sendo filogeneticamente relacionados como um clado irmdo do reino Fungi
(Capella-Gutiérrez et al., 2012). Os microsporidios estdo entre os agentes intracelulares mais
eficientes e desenvolvidos para o parasitismo de invertebrados e vertebrados. Nos mamiferos,
na infeccdo tipica ocorre uma relacdo balanceada entre hospedeiro e patdgeno que resulta
em doenca clinica branda em individuos com imunidade integra, porém infeccoes
disseminadas graves podem ser letais para individuos imunossuprimidos. Portanto, por serem
agentes oportunistas, a importancia para a saude humana e animal surgiu quando o advento
da AIDS se tornou uma pandemia (Didier, 2011). Hoje se sabe que os microsporidios também
acometem individuos imunossuprimidos por neoplasias, por quimioterapia ou por tratamento
antitransplante, acometem também criancas e idosos (Anane, 2010, Didier, 2005, Didier,
2011; Karimi et al., 2020).

Encephalitozoon cuniculi, o primeiro microsporidio cultivado com sucesso in vitro
(Shadduck, 1969), causa infeccdo de células epiteliais, endoteliais, fibroblastos e macrofagos
de uma grande variedade de mamiferos e é experimentalmente utilizado para compreender
os diferentes aspectos da patogenia das microsporidioses (Anane, 2010). Os microsporidios
entram nas células hospedeiras pela extrusdo do tubulo polar dos esporos ou pela
fagocitose/endocitose dos esporos por macréfagos e outros fagdcitos. Dentro da célula do

hospedeiro, desenvolve seus estagios proliferativos, por esquizogonia/merogonia e
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esporogonia, no interior de um vacuolo parasitéforo para formar esporos infectantes e rompe
a membrana celular, causando a morte da célula hospedeira (Han et al., 2020). Os macréfagos
locais, em especial do tubo digestivo, rapidamente reconhecem os microsporidios por meio
de varias classes de receptores, incluindo receptores de reconhecimento padrao (PRR). Cogita-
se a possibilidade de que sejam Toll-like receptor 2 (TLR2) e TLR4, os quais ativam NF-kB (fator
nuclear Kappa B) e aumentam a secregao de quimiocinas, recrutando mais macréfagos a partir
de mondcitos. Adicionalmente, o reconhecimento dos microsporidios por macréfagos
também pode resultar na produ¢do de um grande nimero de outros mediadores de defesa,
incluindo citocinas, e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Didier, 1995, Texier et al.,
2010). Nao é raro observar que os microsporidios evadem dessa resposta protetora, e entdo,
os macréfagos se tornam verdadeiros cavalos de Trdia, carreando esses patdgenos pelo corpo
e infectando novas células, porém os mecanismos envolvidos neste tipo de resposta ainda sao
desconhecidos e podem ser decisivos para o curso da infeccdo (Mathews et al., 2009).

Os linfécitos T CD8" possuem func¢do importante na defesa contra patdgenos
intracelulares como os microsporidios (Khan et al., 1999, Ghosh, 2012). Apds reconhecer
antigenos especificos, as células T CD8* possuem 3 mecanismos para matar células infectadas.
O primeiro inclui a produgao de citocinas, em especial IFN-y e TNF-a, as quais tem atividade
de interferir na replicacdo de microrganismos e antitumoral, induzindo a apoptose. Em
segundo lugar, producdo e secrecao de granulos citotdxicos com granzimas e perforinas
(Chavez-Galan et al., 2009). As perforinas formam poros na membrana das células-alvo, por
onde as granzimas penetram, iniciando a apoptose da célula infectada via caspase 8. O
terceiro mecanismo de morte celular envolve a via Fas/FasL. A célula T CD8 ativada expressa
FasL na sua superficie, que se liga ao receptor Fas da célula alvo, determinando uma

modificagdo molecular que ativa a cascata das caspases e a apoptose (Chavez-Galdn et al.,
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2009). Contra os microsporidios, morte de células infectadas mediada por perforinas e
granzimas tem suporte em estudos que mostram a morte de camundongos KO para perforinas
na infec¢do experimental por E. cuniculi (Khan et al.,1999) de forma semelhante ao que ocorre
com camundongos CD8/ tratados com albendazol sobreviveram a toda duragdo
experimental, frente a enorme carga de microsporidios, apesar da presenca de mecanismos
imunolégicos e tratamentos atualmente considerados eficazes, os linfécitos T CD8
representam um mecanismo efetivo principal, mas ndo Unico, que controla a microsporidiose
(Sak et al., 2017).

A morte celular programada desempenha um papel importante na imunidade inata e
adquirida como uma maneira eficaz de eliminar as células infectadas e controlar a infecgao
(Galimbert et al., 2019). Por outro lado, alguns patdégenos bloqueiam ou atrasam a morte das
células hospedeiras para promover sua replicagdo intracelular no inicio da infecgao, a fuga e
a disseminagdao podem eventualmente exigir lise das células hospedeiras, como por exemplo
fazem os microsporidios. Por exemplo, Anncaliia algerae inibe a apoptose induzida em
fibroblastos pulmonares humanos (Scanlon et al., 1999), E. cuniculi suprime a apoptose
induzida nas células Vero e modula o ciclo celular através da inibicdo do fator supressor de
tumor p53 (del Aguila et al., 2006), e Nosema bombycis suprime a apoptose de células
ovarianas de Bombix mori (He et al., 2015). Em alguns casos, as vias de morte celular sdo
cooptadas pelos patégenos como estratégia de patogénese. Além disso, ao induzir a morte
das células hospedeiras, os patégenos podem eliminar as principais células de defesa e,
consequentemente, evitar as defesas do hospedeiro. Assim, a morte da célula infectada
possui papel relevante no curso da infeccao e da resposta imune, sendo a inflamagao
subsequente um fendmeno determinante para a resolucdo ou permissividade da infeccao,

esse fendbmeno é conhecido como eferocitose (Martin et al., 2014).
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A fagocitose de polimorfonucleares apoptdticos com patdgeno internalizados pode
levar a morte do patégeno ou o neutrdéfilo pode atuar como um veiculo de transporte,
permitindo a transferéncia do patégeno ingerido para o macréfago, como observado em
patdgenos intracelulares, como Leishmania major (van Zandbergen et al., 2004), Chlamydia
pneumoniae (van Zandbergen et al., 2004) e Burkholderia pseudomallei (Krakauer, 2018).

Inicialmente a eferocitose foi definida como fagocitose de corpos apoptdticos
infectados ou ndo por fagécitos (Grabiec, 2016), mais recentemente, esse conceito foi
ampliado e a eferocitose envolve também a fagocitose de outras células mortas por necrose
programada, com papel crucial nos eventos tardios da inflamacdo. O processo de eferocitose
envolve a interagao de um grande numero de receptores e opsoninas com seus respectivos
ligantes celulares expostos durante os varios estagios da morte celular programada. A
eferocitose resulta na supressdo da resposta imune pela liberacdo de mediadores
antiinflamatdrios como IL-10, TGF-B, prostaglandina E2 (PGE2), assim como inibicdo da sintese
de mediadores pré-inflamatérios como TNF-a, GM-CSF, I1L-12, IL-1B e IL-18 e LTCa (Kim et al.,
2012; Medeiros et al., 2009).

Com essas particularidades especificas, a eferocitose tem sido investigada como um
mecanismo de evasao da resposta imunoldgica por agentes infecciosos. Entretanto, para M.
tuberculosis (Mtb), a eferocitose de macroéfagos infectados apoptéticos por macréfagos
determinou maior atividade microbicida (Briken et al.,, 2012, Martin et al., 2012., 2014),
enguanto que Mtb é liberado por macrdéfagos que sofrem necrose programada e pode infectar
e proliferar em outros macrofagos, propiciando a disseminacdo da doenca (Dallenga et al.,
2017), sendo a necrose o tipo de morte que favorece este patéogeno (Upadhyay et al., 2018).

Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o impacto da eferocitose de células
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apoptoticas infectadas ou ndao em macrofagos desafiados com o microsporidio

Encephalitozoon cuniculi.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultura de Encephalitozoon cuniculi

Os esporos de E. cuniculi obtidos do Waterborne® Inc. foram cultivados em células RK-13
(Rabbit Kidney) no Laboratdrio de Culturas Celulares da Universidade Paulista. Para o
desenvolvimento do patdgeno, as células RK foram mantidas em 10 ml de meio RPMI 1640-
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e (0,1%) gentamicina, em frascos com
capacidade de 75 cm? e incubadas com 5% de CO; a temperatura de 372C. Semanalmente, o
meio de cultura foi coletado e centrifugado (por 20 minutos a 1500xg) para obtenc¢dao dos
esporos, e novo meio foi adicionado as culturas. A contagem dos esporos de E. cuniculi foi
feita em camara de Neubauer. Antes da infec¢ao das culturas, os esporos foram lavados em
PBS e purificados em gradiente de Percoll, apds a concentracgdo foi ajustada para 2 esporos

por célula de cultura (2:1).

4.2 Camundongos doadores de medula

Os camundongos isogénicos Specific Pathogen Free (SPF) da linhagem C57BL/6 fémeas, com 6
a 8 semanas de idade, foram obtidos do Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais da Universidade Federal de Sdo Paulo (Cedeme/UNIFESP). Os animais foram
mantidos durante o periodo experimental no Laboratdrio de Experimentacdo Animal da
Universidade Paulista, em microisoladores com capacidade para cinco animais, com controle
de luminosidade em ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura de 232C, umidade relativa

do ar de 45 a 55% e ventilagao controlada, recebendo ad libitum ragao peletizada irradiada e
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agua esterilizada por autoclavagem. Todos os procedimentos foram autorizados pelo Comité

de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista (Protocolo nimero 010/17).

4.3 Obtencao de macréfagos a partir de precursores da medula dssea

Realizou-se eutandsia dos animais com aprofundamento anestésico por quetamina (100
mg/ml), xilazina (20 mg/ml) e fentanil (0,05 mg/ml). Os fémures e tibias dos camundongos
C57BL/6 foram coletados assepticamente, e entdo, as medulas ésseas foram extraidas pela
infusdo de 10 ml de PBS. Os agregados celulares rompidos por cuidadosa homogeneizagdo e
os debris celulares foram eliminados por tampdo hemolitico Amoniumchloride/Tris Buffer
(ACT), com concentracdo (160mM NH4CL, 170mM TRIS-base). Apds a lavagem com RPMI, as
suspensdes de células foram cultivadas em R10 (RPMI + 10% SFB + 1% Gentamicina) com
adicdo de sobrenadante de células 1929 para estimular a diferenciacdo de macroéfagos,
mantendo-se as culturas a 372C com atmosfera de 5% CO; por 5 a 7 dias, sendo adicionados
mais 8 ml desse meio no 42 dia. No 72 dia, os macréfagos foram desaderidos em RPMI apds
permanecerem por 15 minutos em cama de gelo, com auxilio de cell scraper. Em seguida, os
macréfagos foram contados e cultivados na concentracdo de 2x10° células por poco em placas
de 24 pocos, sendo empregado azul de Trypan para verificar a viabilidade, que foi de pelo

menos 90%.

4.4 Viabilidade e fenétipo de macréfagos obtidos da medula

A viabilidade foi analisada apds o cultivo com Kit 7AAD/Anexina (BD Pharmingen), de acordo
com as recomendacdes do fabricante. Sucintamente, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas no tampao do Kit, em seguida foram adicionados 1 ul de Anexina e 1 ul de

7AAD. Apds 15 minutos de incubacdo em temperatura ambiente e protegido da luz, adicionou-
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se tamp3o do kit e foi feita a quantificacdo de apoptose em citémetro de fluxo Accuri™C6 (BD
Biosciences, Mountain View, CA), coletando-se 30 segundos de cada tubo. Para a fenotipagem
dos macréfagos em perfil M1 ou M2, apds a desadesdo, o bloqueio dos receptores Fc
inespecificos foi feito com a incubagdo com anticorpos anti-CD16/32 por 15 minutos. Apds
lavar com tampdo Macs (0,5% BSA e 0,075% EDTA), os macréfagos foram marcados com o
anticorpo monoclonal anti-F4/80 de camundongo conjugado a phycoerythrin (PE), anticorpo
monoclonal anti-MHC Il de camundongo conjugado a Fluorescein Isothiocyanate (FITC),
anticorpo monoclonal anti-CD80 e anti-CD86 de camundongo conjugado a (FITC), anticorpo
monoclonal anti-CD40 camundongo conjugado a PECy5 e anticorpo monoclonal anti-CD206
de camundongo conjugado a Alexa Fluor® 647 por 30 minutos a 42C. Mais uma vez foi realizada
a lavagem com tampao Macs e as células foram ressuspendidas em 200 uL de PBS para a
leitura em citémetro de fluxo Accuri™Ce6, para viabilidade e fenotipagem coletou-se 200.000

eventos por 30 segundos em cada amostra.

4.5 Cultura de células Jurkat

As células Jurkat da linhagem ATCC foram gentilmente doadas pela Profa. Alexandra Ivo de
Medeiros. Departamento de Ciéncias Bioldgicas, laboratério de Imunologia Basica da UNESP
de Araraquara e mantidas em freezer -80°C. Para cada experimento, as células foram
descongeladas, centrifugadas por 5 minutos a 1500 rpm, homogeneizadas e ressuspendidas
em 10 ml de meio R10. Em seguida, as células foram cultivadas em garrafas pequenas e
incubadas em atmosfera com 5% CO2 a 37°C. Com a multiplicagdo celular as células eram
transferidas para garrafas médias com R10, até a obtencdao de numero satisfatério para os

experimentos, ou seja, 10 células Jurkat para cada macrdéfago (10:1).
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4.6 Apoptose induzida pela radiagdo ultravioleta (UV) de células Jurkat

As células Jurkat (ACs) foram centrifugadas por 5 minutos em 1500 rpm e resuspendidas em 5
ml em R10, homogeneizadas e contadas para obtencdo de numero suficiente para o
experimento. Para a inducdo de apoptose, usamos emissao de radiacdo UV - de 100 joules,
empregando-se o aparelho UVC-500 Ultraviolet Crosslinker (Amersham, Biosciences USA), em
parceria com o departamento de Parasitologia da Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp).
Foram empregadas 2x10° células por tubo. Apds 4 horas de incubacdo, a quantificacdo de
apoptose foi realizada com Kit 7AAD/Anexina (BD Pharmingen), de acordo com as

recomendacgdes do fabricante e como descrito anteriormente.

4.7 Infecgao e apoptose de células Jurkat

As células Jurkat foram infectadas (IACs) com esporos de E. cuniculi na proporc¢do de 2 esporos
por célula. Apds 1h e 30 minutos de incubacdo, as células foram centrifugadas por 1500 rpm
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido com 10 ml de meio. Foram
colocadas 2x107, 5x10° ou 6x10° de células por placa de petri e ajustadas para 10 ml de meio
para cada placa, em seguida foi realizada a radiagao de 100 joules com a tampa aberta dentro
do aparelho de UV, em seguida completou-se com mais 10 ml de meio, sendo incubada por 4
horas para ocorrer a apoptose. Para todos os experimentos, verificou-se a porcentagem de

apoptose com o Kit 7AAD/Anexina, conforme descrito anteriormente.

4.8 Delineamento experimental
Aos macroéfagos cultivados nas placas de cultura celular de 24 pocos, foram acrescentadas 6 x
10° células Jurkat previamente infectadas com E. cuniculi ou n3o por pog¢o, foram mantidos nas

condicdes de incubacdo por 1 hora para ocorrer a eferocitose. Apds esse periodo, o
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sobrenadante foi descartado e novo meio com 4 x10° esporos de E. cuniculi por pogo foi
acrescido e incubado. Apds uma hora, o sobrenadante foi descartado e os pocos foram lavados
com PBS, em seguida acrescentou-se 1000 pl de R10 por pogo, sendo mantidos por 1 hora, 12

e 24 horas para observacao dos eventos decorrentes da eferocitose (Figura 1).

, I g li Efferocytosis
Bone marrow macrophages
Jurkat cell % Apoptotic bodies /
After 1 f g :
E. cuniculi infection
uv hour
Infected apoptotic bodies
Jurkat cell . .
@@ +
@+ e— <= = +
E. cuniculi \
infection

Figura 1. Delineamento experimental mostrando que macréfagos foram pré-incubados com
células Jurkat apoptéticas, previamente infectadas ou ndo com E. cuniculi, e posteriormente,
apos a eferocitose, foram desafiados com infeccdo pelo E. cuniculi totalizando 4 grupos:
Macréfago com E. cuniculi; Macréfago com ACs; Macréfago com ACs e E. cuniculi; Macréfago

com IACs e E. cuniculi.

4.9 Quantificacao da fagocitose de esporos de E. cuniculi por macréfagos

Apds 1 e 24 horas de incubacgdo, as laminulas foram coradas com calcoflior e os esporos
internalizados por 100 macroéfagos foram contados a partir de imagens capturadas por camera
digital (Eye-Camera, DINO-EYE® - AM7023, China) acoplada a microscépio de fluorescéncia

(Olimpus-BX60 Tokyo, Japdo). A porcentagem de macrdfagos que fagocitaram esporos de E.



cuniculi e o nimero médio de esporos internalizados por macréfago foram obtidos e

analisados estatisticamente.

4.10 Determinagao de citocinas no sobrenadante de culturas
A liberacdo de citocinas por macréfagos pré-incubados com células apoptéticas foi realizada
com o sobrenadante das culturas desafiadas com E. cuniculi nos tempos de uma hora, 12 e 24

horas. Utilizou-se o Kit inflammation” (BD Biosciences, CA, USA) para detec¢do de MCP-1, IL-

12p70, IL-6, IL-10, IFN-y e TNF-a. Brevemente, 25 uL de cada amostra foram incubados
juntamente com as beads de captura, especificas para cada citocina, conjugadas a APC e com
o anticorpo de deteccdo conjugado a PE, por duas horas em temperatura ambiente protegidas

da luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas com wash buffer, centrifugadas e

ressuspendidas no mesmo tampado para andlise de 2 cores por citbmetro de fluxo BD
Accuri™C6 (BD Biosciences, Mountain View, CA). As andlises foram realizadas usando o

software de analise FCAP Array 3.0.

4.11 Quantificacdo da fagocitose de células Jurkat apoptéticas por macréfagos

Para mensurar a quantificacdo de fagocitose de células Jurkat infectadas ou ndo pelos
macroéfagos, as células Jurkat foram marcadas com Carboxyfluorescein Diacetate Succinimidy
BD-Horizon (CFSE). Brevemente, o (CFSE) foi diluido em 1 pL de CFSE para 5.000 pL de PBS para
concentracdo de 5 mM e acrescentado 1 ml dessa solucdo em até 30 x 10° de células Jurkat,
por 10 minutos a 372C. Em seguida, as células foram lavadas com 10 mL de PBS e
ressuspendidas em R10 e irradiadas com um pulso de energia de 100 joules de luz UV. Apds 4
horas de incubacgao, as células foram centrifugadas e cocultivadas com macréfagos por uma

hora. Os macréfagos foram desaderidos, conforme descrito previamente na obtencdo de
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macréfagos a partir de precursores da medula éssea, e apés bloqueio dos receptores Fc
inespecificos, foram marcados com o anticorpo monoclonal anti-F4/80 de camundongo
conjugado a Allophycocyanin (APC) para a leitura em citdbmetro de fluxo Accuri™cs,
coletando-se 200.000 eventos por 30 segundos em cada amostra. Foram excluidas as células
apoptodticas que nao foram fagocitadas e os dados obtidos foram analisados com auxilio do

programa Prisma.

4.12 Viabilidade e fenétipo celular de macréfagos pré-incubados com células Jurkat e
infectados

Andlise do fendtipo celular e da viabilidade dos macrdéfagos foi realizada no tempo de 1 hora
e 24 horas, ap6s incubacdo na presenca ou auséncia de E. cuniculi, para macrdofagos pré-
incubados ou ndo com células Jurkat apoptodticas (Infected Jurkat ou Uninfected Jurkat). Apds
esse tempo, as células foram desaderidas das placas de cultura e transferidas para tubos. A
viabilidade foi mensurada com o kit 7 AAD/Anexina, ja descrito. Os macréfagos foram
fenotipados para os perfis M1 e M2 de acordo com a descrigao anterior. A leitura foi realizada
em citdmetro de fluxo Accuri”™C6 (BD Biosciences, Mountain View, CA), coletando-se 200.000
eventos por 30 segundos em cada amostra. As andlises dos dados foram obtidas através do

programa Prisma.

4.13 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Os macréfagos diferenciados foram cultivados em garrafas de 25 cm? para constituir os
seguintes grupos: Macrdfago com E. cuniculi; Macréfago com ACs; Macréfago com ACs e E.
cuniculi; Macréfago com IACs e E. cuniculi. Manteve-se as culturas por 24 horas apds a infeccao

com Encephalitozoon cuniculi. Apds esse tempo, procedeu-se desadesao das células com cell
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scraper em glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato 0,2 M (pH 7,2). O sedimento foi mantido
a4°Cdurante 10 h, pds-fixados em OsO4 a 1% tamponado durante 2h a 4°C. As amostras foram
desidratadas em uma série crescente de etanol e embebidas em resina EMBed-812. Foram
realizados cortes semifinos, corados com Azul de Toluidina e observados e fotografados em
microscépio de luz DM LS (Leica), com captador de imagem DFC 420 (Leica) e programa de
imagem Leica Application Suite versao 3.1.0. Os cortes ultrafinos foram duplamente corados
com acetato de uranila aquoso e citrato de chumbo e, em seguida, observado sob examinados

no microscopio eletrénico LEO EM 906E, a 80kV.

4.14 Andlise da internalizacdao de esporos por células Jurkat

As células Jurkat foram previamente cultivadas e marcadas com o corante fluorescente PKH-
26 (Sigma Aldrich, St Luis, MO, USA) de acordo com as recomendacdes do fabricante. As células
foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e o sobrenadante descartado para
acrescentamos 2 pl do corante PKH 26 em 500 ul do diluente C (kit PKH). Apds 5 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, foram feitas 3 lavagens com RPMI. Paralelamente, os
esporos de E. cuniculi foram marcados com 0,1 pulL de CFSE em 1.000 uL de PBS com a
concentracdo de 10 mM, sendo incubado por 37°C por 10 minutos protegido da luz. Apéds lavar
com PBS, os esporos foram inoculados nas garrafas com as células Jurkat marcadas pelo PKH,
na proporgao de 2 esporos por célula. O tempo de infecgao foi de 1 hora e 30 minutos e entado
centrifugamos os sobrenadantes e o pellet de células foram colocadas em laminas silanizadas
e fixadas com PFA 4% para a preservacgdo celular, apds foi acrescentado o Dapi (Fluroshield
sigma St Luis, MO, USA) para coloracdo do nucleo. A observacdo e registro das imagens foi

realizada em microscépio confocal Leica TCS SP8 com o programa LAS X.
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4.15 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa GraphPad Prism 7 utilizando-se a
analise de variancia ANOVA em uma ou duas vias para comparagdo entre os grupos. Os valores
foram apresentados como média das replicatas experimentais + o erro padrao. Os valores de

p< 0,05 indicardo significancia estatistica, com intervalo de confianga de 95%.

5. RESULTADOS

5.1 Apoptose de células Jurkat pela irradiagdo com luz UV

Para promover apoptose e induzir a eferocitose utilizamos 1 pulso de intensidade de energia
de 100 joules de radiacdo UV sobre as células Jurkat (Roduit, R., Schorderet 2008). Foi
selecionada para esse estudo a intensidade de 100 joules de luz UV, com o qual mostrou-se

porcentagens de apoptose em média de 40% e com cerca de 15% de células mortas (Figura

2).
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Figura 2. Avaliacdo de apoptose induzida por 100 joules de irradiagdo UV. (A) Dotplot mostrando as
porcentagens obtidas de células vivas (7AADAnnexin’), necréticas (7AAD Annexin’), apoptodticas
(7AAD Annexin*) ou em apoptose tardia (7AAD*Annexin’), (B) Porcentagens obtidas de apoptose

(Apoptosis) e apoptose tardia (Death) mediante a 1 pulso de intensidade de energia de 100 joules.
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5.2 Multiplicagao de E. cuniculi em macroéfagos pré-incubados com células apoptéticas Os
macrofagos foram incubados com células apoptédticas (ACs) e, entdo, desafiamos com
esporos de E. cuniculi para avaliar se a eferocitose modifica a atividade de macrdéfagos na
microsporidiose. Apds uma hora do desafio, cerca de 50% dos macréfagos tinham
internalizado em média menos de 2 esporos, ja em 24h, foi observada 80% de macrofagos em
fagocitose com média de 2 esporos no interior dos macrdfagos (Figura 3), sugerindo a
multiplicacdo do patégeno ou morte de macréfagos. A apoptose de células infectadas é
comum nas enfermidades causadas por patdgenos intracelulares cuja resolucao é dependente
da atividade citotéxica de linfécitos T CD8, sendo possivel a fagocitose de corpos apoptdticos
infectados. Aqui, nds avaliamos se a eferocitose de células Jurkat infectadas poderiam
modular a atividade de macréfagos. Demonstrou-se que a infeccdo de células Jurkat pela
presenca de esporos de E. cuniculi em seu citoplasma, indicando que o patégeno foi
internalizado por esses linfdcitos (Figura 4). A porcentagem de apoptose de células Jurkat
infectadas foi semelhante ao grupo nao infectado, assim a infeccdo por um tempo limitado
ndo modificou a suscetibilidade desses linfocitos a apoptose. Pela microscopia eletrénica de
transmissdo apos 24 horas, observou-se esporos integros no interior de macrofagos em
fagossomos e material amorfo em vacuolos fagossdmicos sugerindo lise dos esporos (Figura
4), inclusive com a formacdo de megassomos (Figura 5 C). Nenhuma forma de
desenvolvimento do patégeno foi reconhecida, portanto, ndo foi confirmada a multiplicacao
do patdgeno no interior desses macréfagos.

A pré-incubacdo de macréfagos com ACs determinou a fagocitose de corpos
apoptoticos, demonstrando a ocorréncia de eferocitose (Figura 6 A, B; Figura Suplementar 1).
Adicionalmente, foram observadas células em necrose, caracterizada pela ruptura da

membrana celular (Figura 6 C).
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Figura 3. Avaliacdo da atividade fagocitica de macrofagos pré-incubados (+) ou ndo (-) com células
apoptoticas (ACs) ou células infectadas apoptoticas (IACs) e desafiados com E. cuniculi. (A) Porcentagem
de macroéfagos fagocitando esporos em uma hora e 24 horas de incubacdo. (B) Média de esporos no
interior de macréfagos em uma hora e 24 horas de incubacdo. (C) Fotomicrografia de macrofagos com
esporos de Encephalitozoon cuniculi corados pelo Calcofluor apds pré-incubagcdo com ACs ou IACs. A
analise de variancia de uma via (ANOVA) com pods-teste de Tukey revelou, *p<0,05, ***p<0,001 com

significancia entre os grupos.

A PKH - Jurkat cell CFSE E. cuniculi spores

Jurkat cell fragment

\»

Figura 4. Infeccdo de células Jurkat (ACs) por E. cuniculi, antes da indugdo de apoptose. (A) Células Jurkat
(ACs) coradas com PKH. Esporos de E. cuniculi marcados com CFSE. Fluorescéncia do nucleo corado com
DAPI. Culturas em contraste de fase - DIC. Sobreposicdo das imagens evidenciando esporos
internalizados e integros dentro das células Jurkat, confirmados na imagem 3D (seta). (Fotomicrografias)

(B) Ultramicrografia de fragmento de célula Jurkat infectada com E. cuniculi (seta).
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Figura 5. Ultramicrografia de macrdfagos infectados pelo E. cuniculi. (A) Macroéfagos controles. (B)
Macrofagos desafiados com esporos de E. cuniculi mostram esporos internalizados em fagossomos no
citoplasma (seta). (C) Macréfago com esporos de E. cuniculi internalizados em fagossomos no citoplasma

(seta) e com megassomo (Me).
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Figura 6. Ultramicrografia de macréfagos pré-incubados com células apoptoticas. (A) Macréfagos ao
redor de célula apoptotica (Ac). (B) Corpos apoptdticos (seta) fagocitados por macrofago. (C) Macrofago

emitindo pseuddpodes envolvendo conteldo de células necroética (Ne).
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Quando macréfagos pré-incubados com ACs foram desafiados com E. cuniculi
observou-se aglomerados de esporos integros em dreas sugestivas de vacuolos parasitoforos
rompido (Figura 7 A, B), assim como se identificou esporo iniciando a extrusado do tubulo polar
(Figura 7 C). Esses achados sugerem multiplicacdo do patdgeno no interior de macréfagos,
fato que foi sugerido pela maior porcentagem de fagocitose e média de esporos nos
macréfagos em comparacado aos demais grupos avaliados em 24 horas (Figura 3).

Adicionalmente, a pré-incubagdo com ACs e/ou o desafio com o patégeno diminuiu a
viabilidade celular de macrdéfagos no tempo de uma hora de infeccdo (Figura 8 A),
marcadamente, o padrao de morte predominante foi apoptose, com porcentagens variando
de 48 a 50% em 24h em rela¢do ao controle (Figura 8 B). Quando os macrdéfagos foram pré-
incubados com |ACs sua viabilidade diminuiu ainda mais, com cerca de 50% de morte,
especialmente em uma hora de desafio, sendo a apoptose majoritariamente o tipo de morte

observado (Figura 8 B).
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Figura 7. Macréfagos pré-incubados com células apoptdticas e desafiados pelo E. cuniculi. (A)
Fotomicrografia mostrando aglomerados de esporos de E. cuniculi em area mais clara do citoplasma,
sugerindo vacuolo parasitoforo (seta). Esporos no interior de macrdfago com caracteristicas
preservadas (cabeca de seta). Azul de toluidina. (B) Ultramicrografia mostrando aglomerados de
esporos de E. cuniculi no citoplasma de macréfago com ruptura da membrana celular, posterior a
multiplicacdo do patdgeno (seta). (C) Ultramicrografia de esporos de E. cuniculi no citoplasma de
macréfago apresentando sinais de extrusdo do tubulo polar (seta), como sinal de viabilidade do

mesmo. Notar o rompimento da resina junto aos esporos, achado caracteristico para microsporidios.
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Figura 8. Analise da viabilidade de macréfagos pré-incubados (+) ou ndo (-) com células apoptéticas
(ACs) ou células apoptoticas infectadas (IACs) e desafiados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi, apds uma
hora ou 24 horas de observacdo. (A) Porcentagem de células mortas (dead), apoptdticas (apoptosis),
necréticas (necrosis) e vivas (live), apdés uma hora de infeccdo com E. cuniculi. (B) Porcentagem de

células mortas, apoptdticas, necroéticas e vivas, apos 24 horas de infeccdo com E. cuniculi.

Macréfagos foram entdo pré-incubados com células Jurkat infectadas apoptéticas
(IACs) e a andlise ultraestrutural demonstrou a presenca de corpos apoptéticos contendo
esporos de E. cuniculi integros no citoplasma de macréfagos (Figura 9). Nesse grupo também
foi observado esporos junto a fragmento de macréfago em necrose (Figura 10 B) e apoptose
de macrdéfago (Figura 10 C). Na andlise em uma hora, esse grupo também tinha cerca de 50%
dos macréfagos com uma média 2 esporos internalizados, provavelmente fagocitados junto
com os corpos apoptoticos, ja que ndo foram desafiados (Figura 3). Em 24h, tanto a fagocitose
como a média dos esporos no interior dos macréfagos diminuiram em relacdo aos demais

grupos pré-incubados com ACs (Figura 3).
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Figura 9. Ultramicrografia de macréfagos pré-incubados com células infectadas por E. cuniculi e

apoptoéticas. (A) Corpos apoptéticos fagocitados (cabeca de seta) por macréfagos contendo esporos
de E. cuniculi integros em seu interior (inserto). (B) Células necrdticas (Ne) com esporo do patégeno

proximo a macrofago. (C) Macréfago em apoptose (Ac).

Para avaliar a influéncia da eferocitose de células ou corpos apoptéticos infectados, os
macrofagos foram pré-incubados com IACs e depois desafiados com esporos de E. cuniculi.
Nesse grupo observou-se a presenca de vacuolos parasitéforos contendo formas de
multiplicagcao de E. cuniculi, como merontes e esporos imaturos, além de aglomerados de
esporos maduros, achados que mostram claramente a multiplicacdo do patdégeno nos
macroéfagos (Figura 10).

Cerca de 80% dos macrofagos realizaram fagocitose de esporos apds uma hora e esse
numero aumentou em 24h. A média de esporos internalizados (2 esporos por macréfago) foi
semelhante aos demais grupos desafiados apds uma hora, e em 24 horas subiu para 3 esporos

por macrofago, sendo apenas inferior a média do grupo exposto a ACs e desafiado (Figura 3).
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Figura 10. Ultramicrografia de pré-incubagdo de macréfagos com células Jurkat infectada e apoptdtica

apo6s desafio com E. cuniculi. (A) Vacuolo parasitéforo (Vp) com esporos de E. cuniculi (seta) e outras
formas de desenvolvimento. (B) Detalhe de meronte (me) e esporos (e) com ruptura de resina
caracteristica de microsporidios. (C) Detalhe de esporos (e) imaturo evidenciando tubulo polar
enovelado. (D) Detalhe de esporos (e) com ruptura de resina caracteristica de microsporidios e de

meronte (me) junto a membrana de vacuolo parasitéforo.

5.3 Perfil de macréfagos M2 com producao de IL-10 associado a eferocitose e desafio com

E. cuniculi

Uma hora apds o desafio, em todos os grupos de macréfagos que foram pré-incubados ou ndo
com ACs ndo houve alteracdes na mediana de fluorescéncia (MFI) para as moléculas CD40 e
CD206, assim como na expressao das moléculas MHCII, CD80 e CD86 (Figura 11 A, B). Contudo,
24h apds do desafio com E. cuniculi, os macréfagos dos grupos infectados apresentaram maior

MFI para CD40 e CD206 em relagdo aos seus respectivos controles nao infectados. Por sua

46



vez, entre os macréfagos desafiados com E. cuniculi, os pré-incubados com ACs tiveram maior
expressao das moléculas de CD40, CD206, MHCII, CD80 e CD86 em comparag¢do ao grupo nao
pré-incubados.

Ao avaliar a raz3o obtida entre as medianas de fluorescéncia de CD40"€" por CD206"e",
houve predominio de fluorescéncia do CD40"&" mediante a infec¢3o indicando um perfil M1,
guando comparado com o controle. Porém, macrofagos pré-incubados com ACs ndo
desafiados mostraram razao maior em relagao ao controle, sugerindo polarizagdo para M1.

Em consonancia com estes achados, a infecgao pelo E. cuniculi determinou a liberagao
de citocinas mistas TNF-a, MCP-1, IL-6 e IL-10 em comparagao com o grupo de ACs nao
desafiados com E. cuniculi, que apresentaram citocinas préinflamatdrias sem a liberagao da
citocina IL-10 apresentando um perfil M1. Essa liberagao de citocinas mistas foi potencializada
pela eferocitose, como foi observado nos grupos pré-incubados com ACs e desafiados, em
especial nos periodos mais tardios com 12 e 24h. Notou-se também que a presenga exclusiva
do fungo, assim como a eferocitose associada ao desafio determinaram maior liberacdo de IL-
10, uma citocina antiinflamatéria (Figura 12).

A pré-incubacdo com IACs determinou maior expressdao das moléculas CD40 na
superficie de macrofagos em uma hora, contudo, em 24 horas, todos os macréfagos que
tiveram contato com o patogeno, pelo desafio ou pela fagocitose IACs, mostraram aumento
da MFI para as moléculas CD40, CD206, MHCII, CD80, CD86 na comparagao com macréfagos
nao desafiados com E. cuniculi, ressalta-se contudo, que na pré-incubagdao com IACs tem uma
tendéncia em modular esses macrofagos para um perfil M2, porém fica evidente o perfil misto
de macroéfagos em relagdo aos outros grupos (Figura 12). As medianas de fluorescéncia de
CD40Me" por CD206"e", foi inferior aos outros grupos e semelhante ao controle (Figura 11).

Esses dados sugerem o perfil duplo de M1 e M2.
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Os macrdéfagos pré-incubados com IACs determinou aumento da liberacdo das
citocinas TNF-a, MCP-1, IL-6 e IL-10 que se intensificou nos demais tempos de observacao,
sendo similar ao que se observou com os macréfagos desafiados pelo E. cuniculi. Em relagao
a interleucina IL-10 houve um aumento da liberagao a partir de 12 horas, nos grupos pré-
incubados com IACs, destaca-se liberagao significativamente maior no grupo com eferocitose
e desafiado com o patégeno (Figura 12). A liberacdo de citocinas mistas corroborou com o

perfil duplo de macréfagos mencionado acima.
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Figura 11. Expressdo de marcadores de superficie de polarizagdo e ativagdo em macréfagos pré-

incubados (+) ou ndo (-) com células apoptdticas (ACs) ou células apoptéticas infectadas (IACs) e



desafiados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi, apds uma hora ou 24 horas de observacdo. (A) Mediana de

fluorescéncia (MFI) para CD40 em macrdéfagos. (B) MFI para CD206 em macrofagos. (C) Razdo entre as

MFI CD40/ MFI CD206. (D) MFI para CD80/86 e MHC Il em macrofagos. A analise de varidncia de uma

via (ANOVA) com pds-teste de Tukey revelou *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001 com significancia entre
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Figura 12. Quantificagdo de citocinas inflamatdrias (TNF-a, MCP-1 e IL-6) e antiinflamatéria (IL-10)

liberadas macrofagos pré-incubados (+) ou ndo (-) com células apoptodticas (ACs) ou células apoptoticas

infectadas (IACs) e desafiados (E. cuniculi infectado) ou nao (infectado) em uma hora, 12 e 24 horas de

observacdo. A analise de variancia de uma via (ANOVA) com pés teste de Tukey revelou *p< 0,05, **p<

0,01, ***p< 0,001, com significancia entre os grupos.
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6. DISCUSSAO

Ainfeccdo por patégenos intracelulares pode levar a morte celular, sendo considerada
um mecanismo desenvolvido para reduzir ou impedir a replicacdo e disseminacdo de
patdgenos (Stephenson et al., 2016). Para o hospedeiro, a morte desencadeada por patégenos
podem pwsaqgroporcionar: (a) remocdo do ambiente intracelular necessdrio para a
sobrevivéncia e replicacdo do patégeno; (b) efeitos microbicidas diretos dos componentes
intracelulares liberados; (c) inicio de uma resposta inflamatéria antimicrobiana pela
apresentacdo de Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs) e Pathogen-Associated
Molecular Patterns (PAMPs), e (d) captacdo e apresentacdo de antigenos patogénicos pelas
células apresentadoras de antigenos (Martin et al., 2014). Secundariamente a morte celular,
a eferocitose pode ocorrer como um fendmeno que envolve a fagocitose de células em

apoptose, necrose ndo programada, necroptose e piroptose. A eferocitose promove entdo um

ambiente favoravel a resolugao da inflamagao pela downregulation da expressao de citocinas
proinflamatdrias, inibicdo de o&xido nitrico-sintase induzida e aumento de fatores de
crescimento angiogénicos, os quais podem ser cruciais para sobrevida de patégenos. Em
muitos casos, a eferocitose € um mecanismo para eliminar patogenos e células infectadas por
patégenos; no entanto, alguns patdgenos subverteram esse processo e usam mecanismos
eferocitarios para evitar a detec¢ao imune inata e auxiliar a infecgao de fagécitos, os quais
podem atuar como “cavalos de Tréia” (Martin et al., 2014, Behar, Briken, 2019).

Nesse contexto, nds observamos que os macrofagos pré-incubados com ACs ou com
IACs realizaram mais fagocitose e internalizaram maior nimero de esporos de E. cuniculi,
assim como demonstraram formas de desenvolvimento do patégeno em seus citoplasmas

dentro de vacuolos parasitoforos, sendo permissivos a sobrevivéncia e replicagao de E.
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cuniculi. Corroborando nossos resultados, macréfagos alveolares pré-incubados com células
Jurkat apoptéticas e, posteriormente, desafiados com streptococcus pneumoniae (Salinas et
al., 2017) também tiveram multiplicagdo do patégeno. Da mesma forma, os macréfagos pré-
incubados com neutréfilos infectados com Leishmania major apoptdticos possibilitaram a
sobrevivéncia do protozodrio, o que demonstra a baixa atividade parasiticida na presenca de
ACs (van Zandbergen et al., 2004). Por outro lado, macroéfagos que realizaram eferocitose de
macrofagos infectados com Mtb apoptéticos tiveram eliminagao total do patégeno (Martin et
al, 2012., 2014), com diminuicdo da viabilidade do patdgeno e aumento da apresentacao
antigénica para resposta imune adaptativa (Schaible et al., 2003). Por sua vez, Mtb é liberado
por macréfagos que sofrem necrose e pode infectar e proliferar em outros macréfagos,
propiciando a disseminacdo da doenca, sendo a necrose o tipo de morte que favorece este
patégeno. Desta forma, as vias de morte celular que sao desencadeadas e as suas
consequéncias provavelmente sao especificas para cada contexto, sendo o Mtb um dos
exemplos de patégenos que podem modular essas vias para sua vantagem (Moraco, Kornfeld,
2014).

Os microsporidios tém sido reconhecidos como patdgenos supressores de apoptose
como demonstrado para E. cuniculi em células Vero (del Aguila et al., 2006), Anncaliia algerae
em fibroblastos pulmonares humanos (Scanlon et al., 1999), Nosema bombycis em células
ovarianas de Bombix mori (He et al., 2015) e Nosema ceranae em células do epitélio
ventricular de Apis melifera (Hige et al., 2007). Em oposi¢ao a esses achados anteriores, o
presente estudo demonstrou altos percentuais de apoptose em macréfagos infectados com
E. cuniculi, em especial mediante a pré-incubagao com ACs ou IACs. Nos hipotetizamos que a
ocorréncia de apoptose pode estar associada a liberacdo de grandes quantidades de TNF-q,

uma citocina que determina a apoptose pela via extrinseca, ligando-se a receptores nos
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macrofagos, essa citocina ativa a apoptose via caspase 8 (Behar et al., 2011). Por outro lado,
Penteado (2017) refere que células apoptdticas acumuladas podem induzir morte em células
dendriticas por piroptose ou necrose, fato que poderia justificar as mortes observadas.
Experimentos em camundongos mostraram que a fagocitose de linfécitos apoptéticos
infectados com Trypanosma cruzi resultaram no estabelecimento de uma resposta
antiinflamatdria mediada por TGF-B e prostaglandina PGE2, com a persisténcia da infecgao e
da doenca (Freire de Lima et al., 2000). No entanto, o tratamento dos camundongos
infectados com T. cruzi com inibidores de apoptose reverteram o perfil antiinflamatério e
reduziram a replicacdo ex vivo do parasita, corroborando que a inducdo de apoptose e
eferocitose podem ser benéficas para os microsporidios (Cabral-Piccin et al, 2016).

Os macrofagos e outros fagdcitos constituem a primeira linha de defesa do hospedeiro
contra microrganismos e, frequentemente, sao alvos de patdgenos intracelulares que evitam
a atividade microbicida apods internalizagao, usando células apresentadoras de antigenos
como nicho para sobrevivéncia e replicagdo (Plumlee et al., 2009). Os macrdéfagos, com seus
diferentes perfis, expressam um conjunto definido de genes que determinam padrdes
funcionais distintos. Os macréfagos M1 regulam positivamente a expressdao daqueles genes
gue sdo importantes nas respostas antimicrobianas e podem inibir a eferocitose em parte por
causa do TNF e/ou mediadores oxidativos (Michlewska et al, 2009). Os macréfagos M2
aumentam seus niveis de arginase e citocinas antiinflamatérias enquanto diminuem a
produgdo de citocinas proinflamatdrias e de reativos de oxigénio e nitrogénio, geralmente
este perfil aumenta na eferocitose dando suporte para a resolu¢do da inflamagdo (Rayamajhi
et al., 2010).

Nesse estudo, os macroéfagos pré-incubados com ACs mostraram razao maior entre a

expressdo de CD40Me"/CD206"e" em relacdo ao controle, sugerindo maior polarizagdo para o
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perfil M1. Entretato, a infecgdo pelo E. cuniculi direcionou o perfil dos macréfagos para M1
com produgdo de citocinas Thl ou proinflamatérias quando comparado com o controle,
embora a expressao de CD206 e produgdo de IL-10 também aumentaram de forma
significante, revelando que macréfagos com perfil M2 estavam presentes nas culturas,
sugerindo que o patdgeno se beneficia com o perfil duplo de macréfagos para sua
sobrevivéncia. Adicionalmente, os macrofagos pré-incubados com IACs apresentaram maior
expressao de CD206 associada a liberacdo de grandes quantidades de IL-10, indicando um
perfil M2 mais permissivo a multiplicagdo de E. cuniculi, com achado de formas de
multiplicagdao do patdgeno no interior dos mesmos, e com potencial para atuar como cavalo
de Troia. Esses resultados aparentemente ambiguos, marcados pela presenga dos perfis M1 e
M2, podem retratar o que naturalmente ocorre in vivo, uma vez que a eferocitose de células
infectadas apoptoticas determina 2 sinais simultaneos e conflitantes: a apresentagao de
PAMPs que levam a inflamacdo e os ligantes de células apoptdticas que engatilham um
programa antiinflamatério (Blander, J., Medzhitov, 2006). Em camundongos, Chlamydia
pneumoniae (Rupp et al., 2009) e Yersinia pestis (Spinner et al., 2014) inicialmente sdo
fagocitadas por neutrdfilos no sitio da inoculagao, dentro dos quais as bactérias sobrevivem
e, no caso de Y. pestis, se multiplica. Esses neutréfilos em apoptose sdo fagocitados por
macrofagos e dentro desses ocorre a replicacao das bactérias, contudo estimulam a liberacao
de citocinas antiinflamatdérias, que potencialmente limitam a atividade bactericida,
corroborando os resultados observados em nosso estudo com excecdo da atividade
microbicida que nao realizamos. Por sua vez, macréfagos ndao incubados com ACs mostraram
atividade microbicida maior caracterizada pela presenca de megassomos, com perfil M1,

como havia sido demonstrado pelo nosso grupo na infecgdo de macrofagos peritoneais por E.
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cuniculi (Pereira et al, 2019), sendo esse achado similar ao observado nas infec¢bes por
Helicobacter pylori (Allen et al., 2000) e Chlamydia trachomatis (Van Ooij et al., 1998).

Sabe-se que a eferocitose de macrofagos peritoneais ou alveolares resulta na
supressao da resposta imune através da liberacdo de mediadores antiinflamatérios como IL-
10, NO, TGF-B, PGE2, assim como a inibi¢do da sintese de mediadores proinflamatérios como
TNF-a, GM-CSF, IL-12, IL-153 e IL-18 e LTC4 (Kim et al., 2012; Medeiros et al., 2009). A IL-6 é
uma citocina pleiotrépica que pode mediar varias fungdes, incluindo a regulagao do sistema
imune pela produgdo de citocinas pro- e antiinflamatdrias (Schett, 2018). Em estudos
anteriores, nosso grupo demonstrou in vitro e in vivo que macréfagos peritoneais obtidos de
camundongos XID e infectados em E. cuniculi mostraram um perfil de macréfagos M2 com
morte predominante por necrose ja os macréfagos de camundongos BALB revelou uma
polarizagao de macréfagos M1 e morte por apoptose, liberaram altos niveis de citocinas IL-6
e IL-10 (Pereira et al., 2019), fato que sugeriu efeito antiinflamatodrio, corroborando esse
comportamento pleiotrépico. Nesse estudo, a produgdo de citocinas proinflamatdrias (TNF e
MCP1) associada presenc¢a de macréfagos M1 e a liberagdo de citocinas antiinflamatérias (IL-
10 e IL-6) com presenca de macréfagos M2 reforgcam a coexisténcia e a comutacdo dos 2 perfis
de macrofagos no ambiente quando ocorre a eferocitose de IACs. Avaliando esses dados
sugerimos que os perfis duplos de macréfagos ocorrem in vivo e in vitro como visto no nosso
estudo in vitro no grupo de IACs e altos niveis de morte de macréfagos por apoptose,
contribuindo para a multiplicagdo e sobrevida do patégeno.

Todas essas vias de morte celular contribuem para a defesa do hospedeiro contra
infeccdes microbianas. A eferocitose, como consequéncia da morte celular, pode ser um
mecanismo de subversao da resposta imune via “cavalo de Trdia” ou engatilhando programas

antiinflamatérios que contribuem com a evasdo da resposta imune e persisténcia do
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patégeno. Em conclusao, nossos resultados mostraram que a eferocitose de células
apoptoticas infectadas ou ndo teve efeito supressor na atividade macrofagica, caracterizada
pela presenca de estagios de multiplicacdo de E. cuniculi no interior dos macréfagos, ao
mesmo tempo que direcionaram os macréfagos para um perfil M2 com producdo de grandes
guantidades de IL-10 e IL-6. Esses dados sugerem que E. cuniculi pode explorar a eferocitose
para entrar na célula hospedeira, se multiplicar e se disseminar, assim como pode modular

para um ambiente menos inflamado, constituindo mecanismo de evasdao da imunidade
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Figura Suplementar 1. Analise da fagocitose de células apoptéticas (ACs) ou células infectadas
apoptoticas (IACs) marcadas com CFSE pelos macrofagos. (A) Porcentagem de fagocitose de
ACs e IACs. (B) Mediana de fluorescéncia de CFSE em macréfagos. Teste t revelou *p< 0,05
com significancia entre os grupos.
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Vice-Reitoria de P6s-Graduacdo e Pesquisa

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada “ MICROSPORIDIOSE MURINA-O
PAPAEL DE MACROFAFGOS m1 E m2, FAGOCITOS DERIVADOS DE CELULAS B -1 E
EFEROCITOSE “MARIA ANETE LALLO e LUCIANE COSTA DALBONI” que envolve a
produgdo, manutencdo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subiflo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899,
de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal ( CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
Animais ( CEUA) da UNIP, em reuniéo de 19 /04 /2017.

Finalidade Ensino () Pesquisa Cientifica (x)
Vigéncia de autorizagéao 15.04.2015 A 15.04.2017
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Origem

fuois
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