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PREFACIO

Este volume refere-se a Tese de Doutorado apresentada como requisito para a
obtencado do titulo de Doutor e apresentada a banca examinadora no Programa de
P6s-Graduacdo em Patologia Ambiental e Experimental, Universidade Paulista.

Segundo as normas do Programa, esta tese é apresentada na forma de artigo
cientifico de autoria do aluno e organizado de acordo com as exigéncias do veiculo

de publicacéo cientifica escolhido.

O periddico escolhido para a submissao foi a Infection and Immunity ISSN: 1098-
5522, sob o titulo Modelo de pneumonia intersticial causada pelo

Encephalitozoon cuniculi em camundongos.
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RESUMO

As pneumonias sao afeccfes importantes que impactam na sobrevida de pacientes
imunossuprimidos e imunodeprimidos. Encephalitozoon cuniculi é um patégeno
intracelular obrigatorio que infecta hospedeiros vertebrados, incluindo o homem,
sendo oportunista na maioria das infeccdes. A ocorréncia de pneumonia associada a
encefalitozoonose tem sido relatada de forma rara. Assim, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar pneumonia em camundongos tratados ou n&o com
ciclofosfamida (Cy) e experimentalmente infectados com Encephalitozoon cuniculi,
para instituir um modelo animal de pneumonia fungica oportunista. Camundongos
C57BL/6, machos, com 6 a 8 semanas, foram infectados com esporos de E. cuniculi
por via intravenosa e tratados com Cy (75 mg/kg/semana, por via intraperitoneal),
sendo mantidos controles ndo infectados e nao tratados. Aos trinta dias pOs-
infeccdo, a partir do tecido pulmonar avaliou-se a carga fungica (QPCR), as lesbes
histopatoldgicas, a producdo de citocinas e o fenotipo das células inflamatérias
presentes no parénquima por meio de citometria de fluxo. Histologicamente, nos
animais infectados foi observada pneumonia intersticial com infiltrado linfocitico. Este
infiltrado foi constituido majoritariamente por linfocitos T CD8" e CD4" e com
populacdes de linfocitos B e de macrofagos totais reduzidas. A carga fungica foi
maior nos animais tratados com Cy, sendo confirmada pela imuno-histoquimica, com
a visualizacado de esporos no tecido pulmonar. Esses resultados demonstram que
camundongos C57BL/6, tratados ou ndo com Cy, e infectados com E. cuniculi
apresentaram pneumonia intersticial linfocitica, agravada pela imunossupressao,
sendo este um modelo que pode ser empregado o estudo de pneumonias flngicas
oportunistas.

Palavras-chave: ciclofosfamida, Encephalitozoon cuniculi, linfocitos B, linfocitos T,

macrofagos alveolares, pneumonia intersticial.



ABSTRACT

Pneumonias are important conditions that impact the survival of immunosuppressed
and immunocompromised patients. Encephalitozoon cuniculi is an obligate
intracellular pathogen that infects vertebrate hosts, including humans, and is
opportunistic in most infections. The occurrence of encephalitozoonosis-related
pneumonia has been rarely reported. Thus, the aim of this study was to characterize
pneumonia in mice treated or not with cyclophosphamide (Cy) and experimentally
infected with Encephalitozoon cuniculi, to establish an animal model of opportunistic
fungal pneumonia. C57BL/6 mice, males, aged 6-8 weeks, were infected
intravenously with E. cuniculi spores and treated with Cy (75 mg/kg/week,
intraperitoneally). Controls were uninfected and untreated. Thirty days post-infection,
fungal load (gPCR), histopathological lesions, cytokine production, and the
phenotype of the immune cells present in the parenchyma were evaluated from lung
tissue by flow cytometry. Histologically, interstitial pneumonia with lymphocytic
infiltrate was observed in the infected animals. This infiltrate consisted mainly of T
CD8" and CD4" lymphocytes, and B lymphocyte and macrophage populations were
reduced. Fungal load was higher in the Cy-treated animals, which was confirmed by
immunohistochemistry, with visualization of spores in lung tissue. These results
demonstrate that C57BL/6 mice treated or not with Cy and infected with E. cuniculi
had lymphocytic interstitial pneumonia, aggravated by immunosuppression. This
model may be used to study opportunistic fungal pneumonias.

Key words: cyclophosphamide, Encephalitozoon cuniculi, B lymphocytes, T

lymphocytes, alveolar macrophages, interstitial pneumonia.



Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Fotomicrografias do parénquima pulmonar de camundongos
infectado ou ndo com E. cuniculi e tratados ou n&o com
Ciclofosfamida.........ccuuuiiiiiiii e

Quantificacdo da carga fungica pela técnica de PCR em tempo
real (QPCR) no parénquima pulmonar de camundongos
infectados com E. cuniculi e tratados ou ndo com ciclofosfamida

Fotomicrografias de cortes histolégicos do parénquima
pulmonar incluidos em parafina e corados com IHQ paraE.
(o o | PP

Avaliacdo dos linfocitos presentes no parénquima pulmonar
de camundongos C57BL/6, infectados com E. cuniculie
tratados ou ndo com ciclofosfamida............ccccevveeeiiii,

Avalicdo dos macrofagos presentes no parénquima
pulmonar de camundongos C57BL/6 infectados com E. cuniculi
e tratados ou ndo com ciclofosfamida.........ccccccceeeeiiiiiiiiiiiiiininneee,

Niveis de TNF-a detectados no parénquima pulmonar (A) e no
soro (B) de camundongos C57BL/6 infectados com E. cuniculi e
tratados ou ndo com ciclofosfamida...............eeevviiiiiiiiiiiniieeenee,

24

25

26



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Ac Anticorpo

APC Allophycocyanin

Cy Ciclofosfamida

DAB Diaminobenzidina

DPI Dias pés-infeccéo

FITC Fluorescein Isothiocyanate

HE Hematoxilina & Eosina

HIV Virus da imunodeficiéncia humana
IHQ Imuno-histoquimica

PE Phycoerithrin

PerCP Peridinin Chlorophyll Protein Complex

PFA Paraformoldeido

gPCR Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
SFB Soro fetal bovino

WHO World Health Organization



SUMARIO

1. INTRODUGAO .. ctuituiiitiettiittiiesneerasesnsersseansesnsrsnsesnsessnsennens 14
2. MATERIAIS E METODOS........cciieteeteceeeeeete e ee e ee et ie e saaen e, 17
2.1 ANIM@IS. it a e e e e e 17
2.2  Culturade E. CUNICUlL.....uueiiiiiiiiiiiiiicc e 17
2.3 Tratamento COM CV ... 17
2.4  Delineamento experimental..............cccoovviiiiiiiiiiiiiciie e 18
2.5  Andlise histologica € morfOmetrica.........cccccovvuviieieiiiiiiiiieieee i 18
2.6 IMUNO-NIStOQUIMICAL.....ciiiiiiiiiiie et 19
2.7  Carga flNgiCa..........cooeiiiiiiiiie e 19
2.8  Caracterizacdo fenotipica dos componentes imunolédgicos
do parénquima PUIMONAT.........uiiiiiiieeeeeeeeeeee e e 21
2.9  Quantificagao das CILOCINGS........uuueriiiiiiiiiieeeeiiiiieeiee e 22
2.10  ANAlISE EStAtISTICA. . uuurrrrriieieiiiiiie e e e 22
3. RESULTADOS. ... .ttt sttt e e et en e e e e e ennteneeeeeeae 23
3.1 E. cuniculi induz pneumonia intersticial em camundongos C57BL/6 23
3.2  Tratamento com Cy determinou maior carga fungica pulmonar........ 25
3.3 Infiltrado inflamatorio intersticial foi caracterizado pelo predominic
(o [SR a1 {0 Yol (0 Y IR 27
3.4  Discreto aumento de TNF-a no pulméo e soro de camundongos
com pneumonia causada pelo E. cuniculi.................c.oceeeiiiiiiiniiinnnn, 29
A, DISCUSSAO. ..ottt ettt 30
5. REFERENCIAS . ... .ottt 35
APENDICES
Figura Suplementar L. 43
Figura SUPIEMENTAT 2........iiiiiiiiiiiiieie e 44
ANEXO

Certificado de aprovacdo da Comissédo de Etica no Uso de Animais... 45



14

1. INTRODUCAO

As pneumonias infecciosas sdo consideradas as condi¢ces patoldgicas mais
agressivas que acometem as vias aéreas inferiores (HARRIS et al, 2011; SCOTT et
al, 2012). Como causadores de pneumonias, bactérias, virus, fungos e protozoarios
estdo entre 0s micro-organismos mais descritos, sendo que, a grande maioria dos
casos resulta da infecgao por Streptococcus pneumoniae (BRADLEY et al, 2011). A
etiologia das pneumonias muitas vezes permanece ndo detectada apesar dos
extensos testes diagndésticos (JAIN et al, 2015). A incidéncia, o diagnéstico e a
gravidade clinica das pneumonias aumentaram nos ultimos anos, em especial nos
imunocomprometidos como receptores 06rgdos, portadores doencas autoimunes,
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana - HIV e uso de drogas
imunossupressoras (GUILLAMET et al, 2018; HIJANO et al, 2018). Entre os
pacientes acometidos por pneumonia adquirida na comunidade, 17,6% destes
apresentam algum fator de risco que compromete da imunidade, dentre eles uso
cronico de esteroides, doencas hematologicas malignas e quimioterapia (DI
PASQUALE et al, 2018). Nesse grupo de paciente aumentou significativamente a
incidéncia de infec¢des fungicas (BAKER et al, 2019; LIMPER et al, 2011).

O filo Microsporidia compreende mais de 170 géneros, 1300 espécies, sendo
gue pelo menos 16 espécies descritas em seres humanos (RAMANAN & PRITT,
2014). Sao fungos unicelulares, intracelulares obrigatérios que infectam uma gama
de hospedeiros vertebrados e invertebrados (SAK et al, 2011; DIDIER et al, 2004).
As microsporidioses sao reconhecidas como infecgdes oportunistas, que ocorrem
em todo o mundo e afetam individuos portadores do HIV, receptores de transplantes
de 6rgéos, pacientes com cancer submetidos a quimioterapia, assim como criancas,
idosos, viajantes e pessoas que usam lentes de contato que também estao entre as
populacées mais suscetiveis (DIDIER et al, 2004; DIDIER & WEISS, 2006; DIDIER
et al, 2009; GHOYOUNCHI et al, 2017).

A espécie Encephalitozoon cuniculi determina doenca sistémica grave e letal
em individuos imunodeficientes e para a qual ndo existe tratamento eficaz. Os

relatos de encefalitozoonose associados a sintomas pulmonares ou a pneumonia
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tem sido observados em pacientes HIV+ (WEITZEL et al, 2001; DIDIER & WEISS,
2011; SOKOLOVA et al, 2011), receptores de transplante renal (KICIA et al, 2019) e
em paciente que recebeu transplante alogénico de medula 6ssea (ORENSTEIN et
al, 2005). Tais relatos geralmente demonstram grandes dificuldades no diagndstico e
na terapéutica dos pacientes, com evolucéo letal e, portanto, prognéstico ruim. Em
estudos experimentais, verifica-se comprometimento das vias aéreas inferiores
caracterizados por diferentes graus de degeneracdo, necrose, desprendimento do
epitélio bronquiolar e presenca de infiltrados inflamatérios constituidos por células
mononucleares no parénquima pulmonar, com esporos associados ou ndo a células
inflamatorias em camundongos BALB/c inoculados com E. cuniculi, por via
intraperitoneal (LALLO et al, 2013). Outros estudos evidenciaram que a infeccao por
E. cuniculi pode determinar pneumonia granulomatosa e pneumonia multifocal
intersticial, com infiltrado peribronquiolar e esporos livres, nas paredes dos alvéolos
(da COSTA et al, 2017; dos SANTOS et al, 2017).

Em decorréncia da importdncia das pneumonias na clinica de pacientes
imunossuprimidos ou imunodeprimidos, o desenvolvimento de modelos animais que
permitam entender e avaliar o papel das células imunitarias na defesa contra
agentes oportunista é fundamental para a tomada de decisbes terapéuticas. A
ciclofosfamida (Cy) € um farmaco amplamente usado e incluido na lista da
Organizacdo Mundial da Saude (World Health Organization - WHO) entre os
medicamentos essenciais para 0s sistemas de saude por sua eficacia, custo e
seguranca (World Health Organization, 2013). E um potente agente
imunossupressor utilizado no tratamento de doengas autoimunes e aloimunes
(BRODSKY, 2010, DEZERN et al., 2013), no tratamento de transplantados, como o
de medula 6ssea (COLVIN, 1999). E também uma das drogas de maior sucesso no
tratamento anti-cancer, por sua eficacia terapéutica e pela estimulacédo da resposta
imune (EMADI et al., 2009, SISTIGU et al., 2011), sendo o uso desse farmaco uma
ferramenta importante para mimetizar as condi¢des clinicas que ocorrem na pratica
médica (SEVKO et al., 2013).

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver um

modelo de pneumonia em camundongos tratados ou ndo com ciclofosfamida e
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experimentalmente infectados com Encephalitozoon cuniculi. Adicionalmente, foi
realizada a caracterizacdo fenotipica do infiltrado inflamatério presente no

parénquima pulmonar desses animais, assim como foi determinada a carga fungica.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos, livres de patdgenos
especificos - SPF, com 06 a 08 (seis a oito) semanas de idade, adquiridos do Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina (CEDEME)
da Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP). Estes animais foram alojados em
microisoladores, durante todo o periodo experimental no Laboratério de
Experimentacdo Animal da Universidade Paulista, sob condi¢cdes de temperatura (22
a 24°C) e umidade controladas (45 a 55%), com ciclo de claro e escuro (12/12
horas). Foram alimentados ad libitum com racdo peletizada, esterilizadas por
irradiacdo e agua esterilizada por autoclavagem. Todos os procedimentos realizados
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista
(Protocolo 024/2018).

2.2 Cultura de E. cuniculi

Os esporos de Encephalitozoon cuniculi utilizados para a infecgdo foram
cultivados em células renais de coelho (RK-13, ATCC CCL 34), em meio Eagle
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), piruvato, aminoacidos né&o-
essenciais e gentamicina (20 mg/mL). As culturas foram incubadas a 37°C, com 5%
de CO; no Laboratorio de Cultura Celular da Universidade Paulista. A cada 7 dias, o
sobrenadante da cultura foi coletado e centrifugado por 30 minutos a 500 g para
obtencdo dos esporos contidos no sedimento. Os esporos coletados do
sobrenadante foram lavados 3 vezes em solucdo tampao fosfato-salina (PBS) e
armazenados a 4°C. Para contagem dos esporos Encephalitozoon cuniculi foi
utilizada a camara de Neubauer (HORNITZKY, 2008).

2.3 Tratamento com Cy

O protocolo de tratamento adotado foi o estabelecido por Lallo e Hirschfeld
(2012) com modificacdo para esse projeto. Os camundongos receberam uma dose

semanal de 75 mg/kg de ciclofosfamida (Cy) por via intraperitoneal (Genuxal®, Asta
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Médica Oncologia, S&o Paulo, Brasil), iniciada no dia da inoculacdo do patdégeno e
mantida por todo o periodo experimental.

2.4 Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos: Infectado — camundongos
inoculados com E. cuniculi; Cy-Infectado — camundongos tratados com
ciclofosfamida e inoculados com E. cuniculi; Cy-N&o-Infectado — camundongos
tratados com ciclofosfamida e ndo-inoculados; e Nao-Infectado — camundongos néo
inoculados com E. cuniculi e ndo tratados com ciclofosfamida. Nos grupos infectados
foi realizada a inoculacdo de 1x10’ esporos por animal esporos por via intravenosa

(veia da cauda).

Aos 30 dias po6s-infeccao (DPI), os animais foram submetidos a eutanasia
pelo aprofundamento anestésico por via intraperitoneal, utilizando-se mistura de
quetamina (100 mg/Kg), xilazina (2,5 mg/Kg) e acepromazina (2,5 mg/Kg). A
cavidade toracica foi aberta e foram infundidos 10 mL de PBS através do atrio

direito, para perfusdo dos pulmdes e coleta de materiais para as analises.

2.5 Andlise histolégica e morfométrica

A partir de cada animal, um fragmento padronizado dos pulmdes foi coletado
e fixado em formol tamponado a 10% por 72 horas e, entdo, processado
rotineiramente para analise histopatologica. Os cortes foram dispostos em laminas
de vidro, corados pelas técnicas de Hematoxilina & Eosina (HE) e examinados pela
microscopia de luz (Leica DMLD, Greenville, SC, USA). O infiltrado inflamatério dos
cortes teciduais foi analisado em microscopio Optico, obtendo-se imagens
digitalizadas de "hot spots", capturadas pelo fotomicroscopio OPTICAN, a partir de 5
campos de grande aumento (40x) por amostra. A espessura das paredes alveolares
foi mensurada, em pixels, com o emprego do software Metamorph Software

(Molecular Devices, Califérnia, EUA).
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2.6 Imuno-histoquimica

Cortes histolégicos dos pulm&es com aproximadamente 3 um foram dispostos
em laminas silanizadas. ApO0s a desparafinizacdo, foi realizada a recuperacao
antigénica realizada com Tripsina (enzima proteolitica) em estufa a 37°C por 15
minutos, com posterior bloqueio da peroxidase enddgena pela incubacdo das
laminas por 10 minutos em peréxido de hidrogénio a 3% / metanol (meio a meio) por
duas vezes. O anticorpo (Ac) policlonal primario foi utilizado na diluicdo de 1:10.000,
com IgG de coelho contra E. cuniculi (Cod. 18-4001-100, MEDICAGO, UPPSALA,
SUECIA) durante 18 horas a 4°C. O Ac secundario anti-coelho foi aplicado por 30
minutos em estufa a 37°C (ImmPRESS™ Universal Reagent Anti-Mouse/Rabbit IgG,
Vector Laboratories, N. MP-7500) e foi visualizado pela reacdo com 3', 3' -
diaminobenzidina (DAB) como cromogeno e contracorados com Hematoxilina. As
laminas foram observadas e fotografadas em microscépio de luz (Leica DMLD,
Greenville, SC, USA).

2.7 Carga Fangica

A determinacdo da carga fungica foi determinada pela técnica de PCR em
tempo real (QPCR) a partir da quantificagcdo do DNA gendémico do fungo presente no
tecido pulmonar. Apdés a eutanasia, os pulmdes foram pesados e um fragmento
pulmonar padronizado com 25 a 30 mg foi coletado para extracdo de DNA, sendo
congelado em RNAlater a -20°C por no maximo por 30 dias. Os fragmentos
pulmonares foram descongelados e cortados em pedagos menores e entao
submetidos a extracdo do DNA, empregando-se o kit Qiagen-DNeasy Blood &Tissue
(Qiagen®), de acordo com as instrucfes do fabricante e segundo MORETTO et al
(2015). O DNA extraido foi armazenado a -20°C para avaliacdo do desempenho da

PCR quantitativa em tempo real.

Para amplificacdo do fragmento-alvo foram utilizadas reacbes com volume
final contendo 20 pL de reacdo total com reagentes e tampdes otimizados
(SsoAdvanced Universal SYBR®Green Supermix 2X, Sso7D fusion polymerase,
dNTPs, Rox referéncia passiva). As amostras foram amplificadas em triplicata para

monitorar a precisdo durante a etapa de deteccédo, conforme condi¢bes descritas no
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Quadro 1. Apos extensdo final, as amostras foram submetidas a variacdo de
temperatura de 50 a 95°C, com aumento gradual de 0,5°C/s para se obter a
especificidade do ensaio por meio da curva de dissociacdo (melting) (Fig.
suplementar 1). Os resultados foram obtidos e analisados com auxilio do
equipamento Step One Plus — Real Time PCR System (Applied biosystems™). As
andlises dos dados e gréaficos foram feitas através do software fornecido pelo
sistema em conjunto com um controle positivo e o controle negativo da reacéo
(NTC).

Quadro 1. Parametros utilizados para a realizacdo da PCR em tempo real.

Parametros de Ciclagem Tempo
Pré-PCR 60°C por 30 segundos
Desnaturagéo |n|C|z_:1I para ativacao da 95°C por 10 minutos
enzima
Desnaturacgao 95°C por 15 segundos
40 ciclos :
Anelamento e extensao 60°C por 1 minuto

Para a quantificacdo dos esporos de E. cuniculi presentes no tecido pulmonar
foi criada primeiramente uma curva padréo absoluta com diluicdes em série de 10/6
a 10/1 a partir do DNA extraido de 1x10® esporos/mL purificados, obtidos de cultura
celular e quantificados por espectrofotometria (BioDrop pLite, Biochrom). Para cada
reacao, o software procurou o melhor ajuste entre os pontos, calculou e forneceu o
coeficiente de regressao linear (R2) e o slope (inclinacdo da curva). O R2 mede o
quao préximo é o ajuste entre a regressédo linear e a curva padrdo e os valores
individuais de Ct (cycle threshold) das amostras padréo. O slope indica a eficiéncia
da amplificacdo do ensaio onde um valor de 3,33 representa 100% de eficiéncia,
entretanto, a eficiéncia de amplificacéo entre 90 e 110% e o R2 maior ou igual a 0,99
séo utilizados como parametros e descritos como ideal. (LIFE TECHNOLOGIES,
2012). Neste estudo, o limite de deteccédo foi de 10 esporos, o coeficiente de
correlacado linear (R2) de 0,998 com eficiéncia de amplificacdo de 93,5% e CTs de

15 a 33 obtidos por meio da curva absoluta. Todo o procedimento foi realizado de
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acordo com o Guia de Informagdo Minima para Publicacdo de PCR quantitativo -
MIQE (BUSTIN et al., 2009).

2.8 Caracterizacao fenotipica dos componentes imunoldégicos do parénquima

pulmonar

Os pulmdes perfundidos e removidos na necropsia foram imersos em solucao
de Hank’s (HBSS) suplementada com 5% de soro fetal bovino (SFB), 1,5 mg/ml de
Colagenase A (Roche) e 10mM de HEPES, sendo incubados a 37°C, em banho-
maria, durante 30 minutos. Posteriomente, as amostras foram dissociadas
mecanicamente (BD Medimachine, Bruino, TO, ITALY) e as suspensdes celulares
resultantes foram filtradas em cell strainer de 70 um e tratadas com tampao
hemolitico. Para efetuar o bloqueio dos receptores Fc, as amostras foram incubadas
por 20 minutos em banho de gelo com anticorpo anti-CD16/CD32, em solugcéo PBS
acrescido com 1% de albumina sérica bovina - PBS-BSA 1% (20 pL).
Posteriormente, as células foram lavadas e, incubadas por 30 (trinta) minutos a 4°C
com 0s seguintes anticorpos monoclonais: anti-CD19 de camundongo conjugado a
Allophycocyanin — APC (Ebioscience), anti-CD45 de camundongo conjugado a
Phycoerithrin - PE (Bio Albra), anti-CD4 de camundongo conjugado a Peridinin
Chlorophyll Protein Complex - PerCP, anti-CD8 de camundongo conjugado a
Fluorescein Isothiocyanate - FITC, anti-F4/80 de camundongo conjugado — PE Cy7a
(Ebioscience), anti- CD11b de camundongo conjugado — APC Cy7 (BD Biosciences).
Entdo, as células foram lavadas e ressuspendidas em 100 uL de PBS, centrifugadas
a 4°C por 5 minutos com 500g, o sobrenadante descartado e as células fixadas em
solucdo tamponada de paraformoldeido (PFA) 1% para leitura posterior. Para
remover o PFA, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 5 minutos com 2000
rpm, e ressuspendidas em PBS (200 pL) para realizagéo da leitura em citometro de
Fluxo BD Accuri™ C6 (Biosciences).

Fenotipicamente o0os macrofagos foram assim caracterizados: totais
(F4/80°CD11b"), macréfagos intersticiais (F4/80°CD11b*SIGLEC-F) e macréfagos
alveolares (F4/80"CD11b SIGLEC-F") (HUSSELL & BELL, 2014). Adicionalmente, as
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demais células foram identificadas de acordo com o fenétipo a seguir: linfocitos T
CD4" (CD45'CD4"), linfocitos T CD8" (CD45°CD8") e linfocitos B (CD45°CD19").

2.9 Quantificacao das citocinas

Metade do pulméo obtida na necropsia foi armazenada com inibidor de
proteases (Protease Inhibitor Cocktails, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) sob
refrigeracdo e, posteriormente, submetida a dissociacdo em PreCellis. Apos
trituracdo, o material foi centrifugado e o sobrenadante foi armazenado a —-80°C.
Posteriormente, foi descongelado e preparado de acordo com as normas técnicas
determinadas pelo fabricante do kit “CBA Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit” (BD
Biosciences, Mountain View, CA, USA) para deteccao de IL-2, IL- 4, IL-6, IL-10, IL-
17 e IFN-y. Brevemente, 20 yL de cada amostra foram incubadas juntamente com
as beads de captura, especificas para cada citocina, conjugadas a APC e com o
anticorpo secundéario conjugado a PE, por duas horas em temperatura ambiente
protegidas por luz. Posteriormente, as amostras foram lavadas com wash buffer,
centrifugadas e ressuspendidas no mesmo tampdo para analise de 2 cores por
citdmetro de fluxo BD Accuri'"C6 (BD Biosciences, Mountain View, CA). As anélises
foram realizadas usando o software de analise FCAP Array software verséao 3.0 (BD

Biosciences, San Diego, CA, USA).

2.10 Anédlise Estatistica

As comparacdes estatisticas foram feitas pela analise de variancia (ANOVA)
com uma entrada, com teste posterior de Tukey, Bonferroni ou t de Student. Os
valores utilizados como média + erro padrdo, padrdo com significancia para valores
menores que p<0,05. Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa
GraphPad Prism verséo 7.0 (GraphPad Prism for Windows, GraphPad software, San
Diego, California USA).
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3. RESULTADOS

3.1 E. cuniculi induz pneumonia intersticial em camundongos C57BL/6

Os camundongos C57BL/6 infectados com E. cuniculi, tratados ou ndo com
ciclofosfamida, ndo apresentaram sinais clinicos de infeccdo, como também néo foi
observada nenhuma morte até os 30 DPIl. Nos pulmdes dos animais dos grupos
Infectado e Cy-Infectado observou-se pneumonia intersticial assim caracterizada. Os
cortes histolégicos dos pulmdes de camundongos infectados demonstraram
preservacdo da compartimentalizagdo pulmonar com reducdo das areas de troca
associadas a espessamento de paredes alveolares, confirmada por analise
morfométrica da area alveolar pulmonar, inexistindo diferenca estatisticamente
significante entre eles (Fig. suplementar 2). Destaca-se a ocorréncia de multiplos
sitios de infiltracdo leucocitaria em parede alveolar, com predominio linfoplasmocitico.
A presenca de congestdo vascular, eventual hemorragia e pneumacitos
histologicamente preservados completaram o quadro observado mediante infeccdo

experimental (Fig. 1).
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FIG. 1. Fotomicrografias do parénquima pulmonar de camundongos infectado ou
nao com E. cuniculi e tratados ou ndo com ciclofosfamida. Notar a presenca de
pneumonia intersticial nos animais dos grupos Infectado e Cy-Infectado, evidenciada
por infiltrado leucocitario e espessamento de paredes alveolares (seta). A e B)
Infectado; C e D) Cy-Infectado; E e F) Cy-Nao-Infectado; G e H) Nao-infectado.
Coloracao HE.
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3.2 Tratamento com Cy determinou maior carga fungica pulmonar

A quantificacdo dos esporos pela técnica de PCR em tempo real (qPCR)
possibilitou observar maior carga fangica nos pulmdes dos animais tratados com Cy
(Cy-Infectado) em relacdo aos animais do grupo Infectado (Fig 2) A técnica de
imuno-histoquimica (IHQ) permitiu a observacdo de esporos de E. cuniculi no
intersticio pulmonar (esporos livres) e, possivelmente, dentro dos macréfagos e

células epiteliais, dos animais do grupo Cy-Infectado e Infectado (Fig. 3).

A B
No total de
No Peso e5poros no
< o -
AMOSIra  asnoros amostra pulmio <E° 80000
200ul /pulmdo total {(mg) g *
. 2 60000 °
1 2730,00 30/154 14014 g
Q.
2 4500,00 43/145 15174 @
Y 40000"
3 3100,00 30/178 18393 =
4 4030,00 30/181 24314 - * -
= 20000+
5 £310,00 30/156 27612 ;!2 _%
6 18000,00 45/144 57600 _:g .
7 5610,00 30/162 30294 E cunicul :L _:
Crr 0,00 0 0

FIG. 2. Quantificacdo da carga fungica pela técnica de PCR em tempo real (QPCR)
no parénquima pulmonar de camundongos infectados com E. cuniculi e tratados ou
nao com ciclofosfamida. A) Resultados observados por amostra por animal de 1 a 4
animais infectados e 5 a 8 animais tratados ciclofosfamida e infectados, 9 controle
nao infectado; B) Maior carga fungica observada em animais tratados com
ciclofosfamida. Teste t de Student, p<0,05*
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guima pulmonar incluidos
em parafina e corados com IHQ para E. cuniculi. Camundongos infectado com E.
cuniculi (grupo Infectado) e tratados com ciclofosfamida e infectado (grupo Cy-
Infectado). Notar a presenca de esporos em maior nimero, nos animas do grupo Cy-
Infectado. A, B e C) Cy-Infectado; D e E) Infectado. Coloragdo com cromégeno DAB,
contra-corado com hematoxilina.
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3.3 Infiltrado inflamatorio intersticial foi caracterizado pelo predominio de
linfécitos T

Identificou-se aumento da populacido de linfécitos T CD8" nos pulmdes de
animais dos grupos Infectado em relacdo ao grupo Cy-Infectado (Fig. 4A). Quanto ao
nimero de linfécitos T CD4", observou-se que a reducdo dessa populacdo estava
predominantemente ligada com o uso da Cy, uma vez que o grupo Cy-Nao-Infectado
tinha menor populacdo que os grupos Infectado e N&o-Infectado (Fig. 4B). A relacao
linfocitos T CD4/linfécitos T CD8" foi maior no grupo Infectado (Fig. 4C). Sugerindo
assim que o aumento da populacdo de T CD4 esta diretamente relacionado com a
presenca de E. cuniculi, como demonstrado em estudo anterior (da COSTA et al,
2017).

Em relagdo a populacdo de linfocitos B (CD45°'CD19%) presente no pulmao,
observou-se diminuicdo em todos os animais infectados (Infectado e Cy-Infectado) e
no grupo Cy-Nao-Infectado em relacdo ao controle N&o-Infectado. Ressaltando-se
ainda que no grupo Cy-Infectado, o numero de linfocitos B foi menor que nos grupos
Cy-Né&o-Infectado e Infectado (Fig. 4D).

Quanto a populacdo macréfagos, verificou-se que os macréfagos pulmonares
totais (F4/80" CD11b") diminuiu em todos os animais infectados (Infectado e Cy-
Infectado) e no grupo Cy-N&ao-Infectado em relacdo ao controle Nao-Infectado (Fig.
5A). Ao diferenciar fenotipicamente as populacdes de macrofagos presentes nos
pulmdes em intersticiais (F4/80'CD11b*SIGLEC-F) e alveolares (F4/80'CD11b
SIGLEC-F"), observou-se que as duas subpopulacdes seguiam o mesmo padrio de
comportamento, ou seja, houve reducdo desta populagcdo em animais infectados
(Infectado e Cy-Infectado) e no grupo Cy-N&o-Infectado em relagéo ao controle Nao-
Infectado (Figs. 5B e C).
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FIG. 4. Avaliacdo dos linfécitos presentes no parénquima pulmonar de camundongos
C57BL/6, inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi e tratados (+) ou ndo (-) com
Ciclofosfamida. A) Linfocito T CD45°CD8". B) Linfocito T CD45'CD4". C) Relagdo CD
CD45'CD4'/CD45'CD8". D) Linfocitos B CD45°'CD19°. A andlise de variancia
(ANOVA) de uma via com pos-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,01**, p<0,001***
p<0,0001****,
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FIG. 5. Avalicdo dos macréfagos presentes no parénquima pulmonar de camundongos
C57BL/6, inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi e tratados (+2 ou nédo (-) com
Ciclofosfamida. A) Populacéo total de macréfagos pulmonares (F4/80™. B) Populagdo de
macrdfagos intersticiais expressando (F4/80°CD11b'SIGLEC-F). C) Populacdo de
macréfagos alveolares (F4/80'CD11b SIGLEC-F"). A andlise de variancia (ANOVA) de
uma via com pos-teste Tukey revelou p<0,05*, p<0,001***,
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3.4 Discreto aumento de TNF-a no pulmdo e soro de camundongos com

pneumonia causada pelo E. cuniculi.

Observou-se que a infeccdo pelo E. cuniculi em animais tratados com Cy
determinou discreto aumento nos niveis de TNF-a do tecido pulmonar em relacéo
aos demais grupos (Fig. 6A). No soro, detectou-se aumento TNF-a nos animais
infectados, porém com significancia estatistica apenas no grupo Cy-Infectado em
relacdo aos grupos Cy-N&ao-Infectado e Nao-Infectado (Fig. 6B). Nao foram
detectadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A e IFN-y no soro e no tecido

pulmonar dos camundongos (dados ndo mostrados).
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FIG. 6. Niveis de TNF-a detectados no parénquima pulmonar (A) e no soro (B) de
camundongos C57BL/6 inoculados (+) ou ndo (-) com E. cuniculi e tratados (+) ou n&o
(-) com Ciclofosfamida. A analise de variancia ANOVA de uma via com pos teste de
Bonferroni revelou diferencas estatisticamente significantes, p<0,05* e p<0,01**.
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4. DISCUSSAO

As pneumonias causadas por fungos constituem na atualidade uma
importante preocupacdo na saude publica, visto que as terapias disponiveis séo
longas e muitas vezes téxicas (LIMPER et al, 2011; GIRMENIA & IOR, 2012). A
descricdo de casos de microsporidioses em pacientes imunossuprimidos e
imunocompetentes tem aumentado nos dltimos anos (KOTKOVA et al, 2013; KICIA
et al, 2016; KICIA et al. 2018). Nesse sentido, € importante ressaltar que o0s
microsporidios, como fungos oportunistas, podem determinar pneumonia e o
tratamento disponivel contra esses patdgenos é ineficaz, fato que agrava muito a
condicdo do hospedeiro acometido (KOTKOVA et al, 2013; OZKOC et al, 2016;
KICIA et al, 2019). Em muitas ocasifes ficard por conta do sistema imune a funcéo

de controle e eliminacao desses patdgenos do organismo.

Dentro desse contexto, no presente estudo, camundongos C57BL foram
infectados com esporos do patdgeno oportunista E. cuniculi e tratados com Cy para
mimetizar as condigbes de imunossupressao observadas mediante os tratamentos
utilizados para receptores de transplantes, portadores de doencas autoimunes ou na
terapia anticancer. Todos os animais infectados apresentaram pneumonia intersticial
com infiltrado inflamatoério especialmente caracterizado pela presenca de linfocitos T,

porém a administracéo da Cy reduziu essas populacdes.

Por se tratar de um patdgeno intracelular, estudos identificaram que a
resposta imune protetora contra a encefalitozoonose é mediada principalmente pelos
linfocitos T CD8", os quais podem atuar de forma direta secretando as perforinas e
granzimas, induzindo a apoptose das células infectadas, cuja ativacao € dependente
de linfécitos T CD4" (BRAUNFUCHSOVA et al., 1999; MORETTO et al., 2001).
Nossos achados evidenciaram o aumento da populacdo de T CD8" nos pulmdes de
animais do grupo Infectado, corroborando os dados da literatura. O aumento do
nimero de células T CD8" nos pulmdes e da expressdo de perforinas por essas
células foi evidenciado em modelo murino de infec¢do pulmonar com M. tuberculosis
por via inalatéria e intravenosa, apds 4 semanas de infec¢do, sugerindo que a
liberacdo de granulos citotoxicos por células T CD8 durante a infecgdo explica o

mecanismo de morte de M. tuberculosis (SERBINA et al, 2000). Como descrito
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anteriormente, o aumento na populacdo de células T CD8 nos pulmbes de
camundongos infectados corrobora seu papel efetor e citotéxico, aqui refor¢cado pela
menor carga fungica identificada neste grupo e, de forma inédita caracteriza a

populacao de linfécitos T CD8 no infiltrado inflamatdrio pulmonar.

Anteriormente, foi identificado que o aumento nas populacbes de células T
CD8 na mucosa intestinal estava relacionado a eliminagdo do patdgeno e maior
resisténcia a infeccdo (MORETTO et al, 2004, dos SANTOS et al. 2018). Assim, a
reducdo da populacdo de linfocitos T CD8 em camundongos do grupo Cy-Infectado
estava associada a maior carga fungica, o que reforca o papel dos linfocitos
citotéxicos no controle da microsporidiose tecidual.

Quanto ao perfil das citocinas avaliadas no nosso experimento, verificou-se
apenas producdao discreta de TNF-a nos pulmdes de animais do grupo Cy-Infectado
e no soro dos grupos Cy-Infectado e Infectado. Na infeccdo pelo C. neoformans por
via aerdgena, os macrofagos alveolares podem produzir TNF-a (HUFFNAGLE et al,
1985; LEVITZ et al, 1994; HERRING et al, 2002). Outras células da resposta imune
inata também podem produzir TNF-a, como neutrdfilos e células natural killer (UEZU
et al, 2004). Segundo HERRING et al. (2002) o TNF-a é expresso durante a primeira
semana de infec¢do pelos macréfagos alveolares, via mecanismo independente de
célula T, sem aumentar a atividade antifingica de fagdcitos pulmonares, talvez o

gue explique a baixa quantidade dessa citocina demonstrada nesse estudo.

Estudo com C. neoformans em camundongos CBA descreveu aumento no
nimero de linfocitos TCD4", apds a segunda semana de infecgdo sem alteragdo no
nimero de linfécitos TCD8" e aumento da producéo IFN-y nos pulmdes (LINDELL et
al, 2006). Estudos anteriores demonstram o papel dos linfocitos TCD4" na infeccéo
criptocdcica, nos quais as citocinas Thl: IFN-y, IL-12, IL-18 e TNF-qa, sdo essenciais
para a protecdo do hospedeiro (KAWAKAMI et al, 2000; GORDON, 2002). No
presente estudo observou-se que a populagdo de linfécitos T CD4" apresentou
reducdo apenas no grupo Cy-N&o-Infectado, como resultado direto da acédo do
farmaco. Nos grupos Cy-Infectado e Infectado as populacbes fora foram
semelhantes aos N&o-Infectado. Estudos anteriores demonstraram que a imunidade

protetora contra a infeccdo pelo E. cuniculi por via intraperitoneal é exclusivamente
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dependente da imunidade das células T CD8", porém quando inoculado por via oral,
a participacdo de linfécitos T CD8 e CD4 é igualmente importante para conferir
resisténcia a infeccdo (GHOSH & WEISS, 2012; MORETTO et al, 2004). Os
resultados aqui demonstrados sugerem que os linfocitos T CD8 sdao

predominantemente na resposta imune no tecido pulmonar.

A Cy é um alquilante citotéxico, biotransformada pelo citocromo P450, que
impede a divisao celular, facilita a apoptose, retarda e suprime a resposta de células
T, B e macréfagos pulmonares, favorece a mielossupressao, afeta a funcdo e o
namero dos neutrofilos, linfécitos, hemécias e plaquetas (LE VINE et al, 1999;
BRODSKY, 2010; EMADI et al, 2009). No presente estudo, observou-se diminui¢ao
dos linfocitos B em todos grupos em relacao ao Nao-Infectado, achado que pode ser
atribuido aos efeitos esperados com o uso de Cy. Entretanto, o grupo Infectado tinha
mais linfécitos B que os grupos Cy-Infectado e Cy-Nao-Infectado, sugerindo que a
infeccdo por E. cuniculi mobilizou a resposta de linfocitos B. Foi observado que
camundongos XID, deficientes em células B-1 e B-2, infectados com E. cuniculi, via
intraperitoneal (da COSTA et al, 2017) ou por via oral (dos SANTOS et al, 2018),
apresentaram menor resisténcia a infeccéo, fato que reforca nossos achados, ja que
os camundongos Cy-Infectado tiveram maior carga fungica. A infeccdo de coelhos e
raposas com E. cuniculi estimulou a producéo de altos niveis de anticorpos e reagao
inflamatoria, fato que ressalta a importancia desses linfocitos nas microsporidioses
(LEIPIG et al, 2013; AKERSTEDT et al, 2002). Na infeccdo pulmonar em
camundongos por M. pulmonis observou-se maior infiltrado de linfocitos B e grande
guantidade imunoglobulinas especificas contra o micoplasma (XU et al, 2006).
Portanto, a funcédo das células B devem ser melhor explorada em estudos futuros

gue permitam a diferenciacédo de seus subtipos e a mensura¢ao de imunoglobulinas.

Os macrofagos sao fundamentais para a ligacdo da resposta imune inata e
adquirida, dai sua importante presenca nas portas de entrada do organismo
(macréfagos residentes), como nos alvéolos pulmonares. Apds o reconhecimento
antigénico ocorre a liberacdo quimiocinas, citocinas, oxido nitrico, radicais livres
entre outros produtos e subprodutos da atividade dessas células. No controle natural
destas pneumonias, 0s macrofagos alveolares e intersticiais tém um papel

fundamental na imunidade inata e nas respostas imunes adaptativa, modulando a
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expressdo de células T CD4", que quando ativado atua no controle da infecgdo e
participam da formacdo de granulomas (VOELZ et al, 2009). Também
desempenham papel importante na manutencdo da homeostase do pulmao,
removendo patdgenos e particulas nocivas sem induzir inflamacdo ou recrutar
mondcitos e neutréfilos (LEE, 2012). Nas infec¢des bacterianas, os macréfagos
constituem um indicador importante da resposta inflamatoria, sendo a primeira linha
de defesa contra infeccdo (WEISS & SCHAIBLE, 2015; STOREK & MONACK,
2015).

Em modelos experimentais com infeccdo respiratoria por Mycoplasma
pneumoniae, evidenciou-se aumento no numero de células dendriticas e de
macrofagos pulmonares apdés 14 dias de infeccdo, predominando no processo
inflamatorio (SUN et al, 2013). No entanto, nesse estudo, a populacdo pulmonar de
macréfagos totais, intersticiais e alveolares apresentou redu¢do mediante a infeccéo
pelo E. cuniculi e pelo tratamento com Cy. Em modelos experimentais de pneumonia
viral, induzida pelo virus da influenza, a deficiéncia de macréfagos alveolares
favoreceu a ocorréncia de danos alveolares difusos e graves, com comprometimento
respiratério letal, evidenciando o papel protetor dos macréfagos alveolares
(CARDANI et al, 2017). Esses resultados corroboram os achados observados no
presente estudo, uma vez que a reducdo de macrofagos foi associada a presenca
de lesdes histologicas compativeis com pneumonia pelo E. cuniculi, pela presenca
de multiplos sitios de infiltracdo leucocitaria em parede alveolar, com predominio

linfoplasmocitico.

Estudo realizado com camundongos infectados com C. albicans por via
intratraqueal, tratados com Cy (150 mg/kg/dia, por 4 dias, por via intraperitoneal) e
infectado no 5°. dia, evidenciou aumento de suscetibilidade a infeccdo pulmonar,
com diminuicdo do niumero de macréfagos no lavado broncoalveolar, disseminagéo
da infeccdo com consequente morte dos animais. In vitro, os macrofagos alveolares
de camundongos do mesmo estudo, do grupo controle, foram capazes de eliminar,
aproximadamente, 70% de C. albicans em 3 horas, no grupo de animais tratados
com Cy, apenas 20%, evidenciando que o numero e funcdo dos macréfagos
pulmonares sdo necessarias para a completa eliminagdo da C. albicans do tecido
pulmonar (SAWYER & HARMSE, 1989).
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Estudo realizado com camundongos C57BL, tratados com Cy por 5 dias, por
via subcutanea, na dose de 150 mg/kg no primeiro dia e 100 mg/kg no demais dias,
observou associacao entre leucopenia no sangue periférico e diminuicdo do numero
de macréfagos alveolares no pulméo, porém ndo houve associacao entre 0 aumento
do numero de leucécitos no sangue periférico e macréfagos alveolares, apos
tratamento com fator estimulante de colbnias de granulécitos-macréfagos (GM-CSF).
A administracdo de Cy nado afetou a producéo de producdo de TNF-a e NO, assim
como, ou a fagocitose bacteriana, sugerindo que a Cy tem uma acao direta e
persistente no nimero de macréfagos, mas nao na funcdo (SANTOSUOSSO et al,
2002). Dessa forma, nés especulamos que a diminuicdo das populacbes de
macrofagos possa ser atribuida a atividade citotdxica dos linfocitos T CD8 sobre os
mesmos, uma vez que 0s macréfagos realizam intensa fagocitose de esporos e
constituem células apresentadoras de antigenos importantes nos pulmdes, sendo

alvos dessa atividade.

Os resultados aqui obtidos permitiram concluir que a infeccéo pelo E. cuniculi
de camundongos C57BL/6 tratados ou ndo com Cy possibilitou a desenvolvimento
de pneumonia intersticial caracterizada por infiltrado linfocitico predominante. A
imunossupressao agravou a pneumonia e aumentou a carga fungica. O infiltrado
inflamatdrio foi predominantemente constituido por linfécitos T CD8" e T CD4"
portanto esse modelo pode ser empregado para entendimento dos diferentes
aspectos patoldgicos, imunolégicos e terapéuticos das pneumonias intersticiais

linfociticas.
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Figura suplementar 1. A) Representacao gréfica linear utilizada na gPCR. O eixo X
esta representado pela quantidade de ciclos na reacdo e o eixo Y o0s valores da
magnitude do sinal gerado (ARn) nas condigcbes da qPCR. B) Gréafico da curva
padrao representando a curva de regresséo linear utilizada na gPCR. No eixo X sao
apresentados os valores de quantificacdo e no eixo Y os valores de Cts. Na legenda
a cor vermelha representa as amostras positivas da curva, e a cor verde DNA
extraido das amostras positivas. C) Curva de dissociagdo (melting). O pico principal
representa o ponto de dissociacdo dos produtos amplificados pela curva padréo.
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Fig suplementar 2. Analise morfométrica das areas (em pixels) de lesdo pulmonar
dos grupos infectados. Teste t de Student, p<0,05.
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CERTIFICADO

CERTIFICAMOS, que a proposta intitulada “CARACTERIZACAO DA
RESPOSTA IMUNE LOCAL SISTEMICA NA PNEUMONIA GRANULOMATOSA
DA ENCEFALITOZOONOSE MURINA ", registrada com o n° 024/18, sob
responsabilidade “ PAULO RICARDO DELL' ARMELINA ROCHA e IRAMIRTON
FIGUEREDO MOREIRA” de que envolve a produc¢do, manutencdo ou utilizagio
de animais pertencentes ao filo Chordata, subiflo Vertebrata (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) encontra-se de acordo com o0s
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 Experimenta¢do Animal ( CONCEA), e foi aprovado pela Comissao de Etica no
Uso Animais( CEUA) da UNIP, em reunido de 16 /05/ 2018.

Finalidade Ensino () Pesquisa Cientifica (x)
Vigéncia de autorizacdo 01/05/2018 30/06/2019
Especie / linhagem/ raca CAMUNDONGO C57BL/6
N°® de animais 80
Peso / idade 19G/56 DIAS
Sexo MACHO
Crigem CENTRO DE DESENVOLVIMENTO DE MODELOS EXPERIMENTAIS
PARA BIOLOGIA E MEDICINA DA UNIFESP
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