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RESUMO

A Pseudomonas aeruginosa €& um microrganismo oportunista que acomete
principalmente pacientes hospitalizados e com uso prévio de antimicrobianos de
amplo espectro. O uso prolongado de antimicrobianos esta associado a quadros de
disbiose que, por sua vez, estd associada a alteracdo dos niveis intestinais e
sistémicos de metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal, dentre eles, os
metabalitos do triptofano. O triptofano € um aminoéacido essencial adquirido pela dieta
e seu catabolismo é realizado pela microbiota intestinal, gerando derivados de indol,
e pelo hospedeiro, gerando as quinurenina, dentre outros catabdlitos, pela acdo da
enzima indolamina-2,3-dioxigenase 1 (IDO1). Estes catabdlitos funcionam como
agonistas do receptor de hidrocarbonetos arométicos (AhR), que desempenha
diversas fun¢des imunomoduladoras. O objetivo desse trabalho é avaliar se a disbiose
intestinal interfere no metabolismo de triptofano e se isso tem impacto na infecgao
pulmonar por Pseudomonas aeruginosa. Para isso, induzimos a disbiose em
camundongos selvagens (WT) e deficientes para a enzima IDO1 (IDO1) e deficientes
para o receptor AHR (AHR”) com um coquetel de antimicrobianos, por 14 dias,
guando os animais foram inoculados pela via intranasal com P. aeruginosa (PAO1 ou
PA103). Camundongos que receberam os antimicrobianos apresentaram disbiose
intestinal com reducao de bactérias totais, incluindo bactérias produtoras de indol. A
disbiose foi acompanhada do aumento da concentracdo sérica de triptofano e da
reducdo da concentracdo de quinurenina, indicando uma alteracdo do metabolismo
de triptofano pela via da IDO1l. Ainda, camundongos disbidticos infectados
apresentaram maior letalidade quando comparados a camundongos eubioticos, bem
como maior carga bacteriana no lavado broncoalveolar (BAL). Apés a infeccao,
camundongos disbibticos apresentaram maior acumulo de quinurenina no pulméo e
maior expressao e ativagao do receptor AHR. Por meio do uso de antagonista de AHR
ou animais deficientes para o receptor (AHR”) observamos que a auséncia da
ativacdo de AHR em animais disbioticos resultou em menor carga bacteriana quando
comparado a animais disbidticos que receberam veiculo. De maneira interessante,
camundongos (IDO1”") ou animais tratados com um inibidor de IDO1 também se
mostraram resistentes a infeccdo, mesmo apos inducdo da disbiose. Além disso.

macroéfagos alveolares de camundongos IDO17- e AHR” disbidticos apresenta. _....



maior capacidade fagocitica quando comparados as células de animais WT
disbidticos. Assim, podemos concluir que a disbiose induzida pelo tratamento
prolongado com antimicrobianos interfere no metabolismo de triptofano, resultando
em maior susceptibilidade a infec¢éo por P. aeruginosa. Essa maior susceptibilidade
de animais disbidticos esta associada a uma maior atividade da enzima IDO1, levando
ao acumulo de quinurenina e maior ativacdo do receptor AHR, inibindo assim a

fagocitose da Pseudomonas aeruginosa.

Palavras chaves: Microbiota. Inflamacédo. Triptofano. Pneumonia. Pseudomonas

aeruginosa.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic microorganism that affects mainly
hospitalized patients who previously used broad spectrum antimicrobials. Prolonged
use of antimicrobials is associated with changes in intestinal and systemic levels of
metabolites produced by the intestinal microbiota, including tryptophan metabolites.
Tryptophan is an essential amino acid supplied by diet. It is catabolized by the intestinal
microbiota to indole derivatives, and by the host, generating kynurenines among other
catabolites, through the activity of the indoleamine-2,3-dioxygenase 1 (IDO1) enzyme.
These catabolites are agonists of the aromatic hydrocarbon receptor (AHR), which
exerts various immunomodulatory functions. The aim of this study is to evaluate
whether intestinal dysbiosis alters tryptophan metabolism and if this metabolic shift
plays any role in the susceptibility to pulmonary infection by Pseudomonas aeruginosa.
For this, we induced dysbiosis in wild type (WT) and mice deficient for the IDO1
enzyme (IDO17) or for the AHR receptor (AHR”") with an antimicrobial cocktail for 14
days, when animals were inoculated intranasally with P. aeruginosa (PAO1 or PA103
strains). Mice that received antimicrobials had intestinal dysbiosis with reduced total
bacteria, including indole-producing bacteria. Dysbiosis was accompanied by
increased serum tryptophan concentration and decreased kynurenine concentration,
indicating a change in tryptophan metabolism. Furthermore, infected dysbiotic mice
showed higher lethality rates when compared to eubiotic mice, as well as higher
bacterial load in the bronchoalveolar lavage (BAL). Also, dysbiotic mice presented
increased in kynurenine amounts in the lung after infection. Interestingly, dysbiosis
was able to induce increased AHR expression and activation. Using an AHR
antagonist and AHR knockout mice we observed that the absence of AHR activation
in dysbiotic animals resulted in lower bacterial load when compared to dysbiotic
animals that received vehicle. Interestingly, IDO17- mice or animals treated with an
IDO1 inhibitor were resistant to infection even after induction of dysbiosis. Thus, it can
be concluded that dysbiosis resulting from prolonged antimicrobial treatment interferes
with tryptophan metabolism, resulting in greater susceptibility to P. aeruginosa
infection. This increased susceptibility of dysbiotic animals is associated with increased
IDO1 enzyme activity, heightened kynurenine accumulation and greater AHR receptor

activation, disrupting Pseudomonas aeruginosa phagocytosis.



Key words: Inflammation. Microbiota. Tryptophan. Pneumonia. Pseudomonas

aeruginosa
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1 INTRODUCAO

1.1 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um bastonete Gram-negativo aerébico que apresenta
flagelos monotriqueos e pili em sua superficie, sendo que os pili contribuem para
aderéncia da bactéria ao epitélio pulmonar (SADIKOT et al., 2005). P. aeruginosa ¢é
um microrganismo ubiquo, podendo crescer em diversos nichos ecolégicos como
solo, 4guas superficiais, esgoto, plantas e varios alimentos, como folhas e sucos de
frutas frescas. Essa capacidade de crescer em nichos ecoldgicos altamente diversos
estd associada a sua versatilidade metabdlica, como capacidade de utilizar diferentes
fontes de carbono no seu metabolismo, utilizagido de nitrogénio como aceptor final de
elétrons e crescimento em altas temperaturas (KUNG; OZER; HAUSER, 2010;
SADIKOT et al., 2005). P. aeruginosa também pode ser encontrada na microbiota
normal humana, sendo frequentemente transferido por profissionais da area da saude
para pacientes (SADIKOT et al., 2005).

Devido a sua alta versatilidade metabdlica, P. aeruginosa é um dos poucos patégenos
capazes de metabolizar o triptofano através da via da quinurenina, gerando como
metabdlito final o antranilato. Nesta via, o triptofano sofre acdo da enzima
triptofano2,3-dioxigenase (kynA), uma enzima homdloga a enzima humana IDO1,
sendo convertido ao metabdlito intermediario formilquinurenina. Em seguida, a enzima
quinurenina formamidase (kynB) ird metabolizar a formilquinurenina em quinurenina.
Na ultima etapa da via, a quinurenina sera convertida pela quinureninase (kynU) a
antranilato (Fig.1) (GENESTET et al., 2014).
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Figura 1- Via de metabolismo de triptofano por P. aeruginosa: O triptofano pode ser metabolizado
por P. aeruginosa através da via das quinureninas, tendo como produto final o antranilato. Inicialmente
a enzima kynA metaboliza o triptofano em formilquinurenina, que em seguida sera metabolizado em
quinurenina pela enzima kynB. No ultimo passo da via, a quinurenina sera catabolizada em é&cido
antranilico. Fonte: GENESTET et al., 2014.

O antranilato € um percursor do sinal de quinolona de Pseudomonas, uma molécula
autoindutora do sistema de quorum-sensing (QS)(BORTOLOTTI et al., 2016). O QS é
um mecanismo compartilhado por muitas bactérias que permite uma adaptacao
coordenada de uma populagdo bacteriana a mudancas ambientais, incluindo a
adaptacao ao ambiente pulmonar e a comunicacado célula-célula. Em P. aeruginosa,
0 quérum-sensing regula aproximadamente 10% dos seus genes, coordenando varias
funcdes como formacdo de biofilme, modulacdo da resposta imune, motilidade e
producdo de outros fatores de viruléncia. Todas essas fun¢des sdo mediadas pelas
moléculas chamadas autoindutores (GELLATLY; HANCOCK, 2013; KARIMINIK;
BASERI-SALEHI; KHEIRKHAH, 2017).

A regulacao de fatores de viruléncia por QS em P. aeruginosa pode seguir quatro
caminhos: Las ( 3-oxo-C12-homoserina lactona), Rhl (N-butyryl homoserina lactona),
PQS (sinal de quinolona de Pseudomonas) e IQS (integrando o sinal de quérum)
(SCOFFONE et al., 2019). Em resposta a estresses/estimulos especificos, como
hipoxia, deplecdo de ferro e estresse oxidativo, cada via sintetiza diferentes
autoindutores. A concentracéo das moléculas autoindutoras aumenta a medida que a
densidade celular (populagcéo bacteriana) aumenta e, ao atingir uma concentracao
limiar, os autoindutores interagem com reguladores transcricionais para ativar ou
alterar a expressdo génica de diversos fatores de patogenicidade de P. aeruginosa
(MORADALI; GHODS; REHM, 2017).
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Outro fator de patogenicidade de Pseudomonas aeruginosa € a capacidade de injetar
na célula do hospedeiro uma grande variedade de enzimas e toxinas para atacar a
célula do hospedeiro, através de cinco sistemas de secrecdo ( TSS I, Il, lll, V e
VI)(SAINZ-MEJIAS; JURADO-MARTIN; MCCLEAN, 2020). O sistema de secrecdo do
tipo Il estd associado a infeccbes agudas e invasivas, e que esta implicado no
aumento da mortalidade pela infecgdo (GELLATLY;HANCOCK,2013). O TSS3 é um
aparato em formato de agulha que permite que a bactéria injete no interior da célula
eucariotica quatro importantes proteinas efetoras, sendo elas ExoS, ExoT, ExoU e
ExoY (SADIKOT et al., 2005). A maioria das amostras de P. aeruginosa expressam
uma das duas exotoxinas ExoU ou Exo0S, mas raramente uma cepa apresenta
concomitantemente ambas as exotoxinas. J& as toxinas ExoY e ExoT séo
encontradas na maioria das amostras, porém essas toxinas possuem papel menos
conhecido na viruléncia bacteriana (ANANTHARAJAH; MINGEOT-LECLERCQ; VAN
BAMBEKE, 2016; GELLATLY; HANCOCK, 2013; MALLET DE LIMA et al., 2014).

A ExoU é uma citotoxina potente com atividade de fosfolipase A2 e que esta associada
com a persisténcia da bactéria no pulmao, com a capacidade de atingir a corrente
sanguinea e levar a morte do hospedeiro (GELLATLY; HANCOCK, 2013; MALLET DE
LIMA et al., 2014. Apos a injecao no citosol da célula hospedeira, a ExoU é direcionada
para a membrana plasmética, onde realiza a clivagem dos fosfolipidios de membrana,
resultando em lise e morte rapida de células epiteliais, macrofagos e neutréfilos. Além
disso, a atividade de fosfolipase pode resultar também na liberacdo de &acido
araquidoénico e lisofosfolipidios que podem ser utilizados para a sintese de mediadores
pré-inflamatérios (ANANTHARAJAH; MINGEOT-LECLERCQ; VAN BAMBEKE, 2016;
GELLATLY; HANCOCK, 2013; MALLET DE LIMA et al., 2014).

Dentre esses mediadores inflamatorios, podemos destacar o fator de agregacéao
plaguetario (PAF), que, ao se ligar ao receptor PAFR, induz a ativacao do fator de
transcricdo NF-xB, aumentando a expressdo de PAFR em células nao infectadas,
amplificando os efeitos da ExoU como, ativagédo da cascata de coagulacédo e inibindo
a via fibrinolitica (MALLET DE LIMA et al., 2014; PLOTKOWSKI et al., 2015). Além

disso, foi demonstrado que a ExoU é capaz de inibir a producdo de mediadores pro-
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inflamatorios processados por caspase-1 (ENGEL; BALACHANDRAN, 2009). A ExoU
também pode clivar os lipideos presentes no surfactante pulmonar e na barreira
epitelial pulmonar (ENGEL; BALACHANDRAN, 2009). Em um modelo murino, a ExoU
mostrou ter um papel importante na susceptibilitade do hospedeiro frente a infeccgéo,
assim como na inducéo de inflamacao sistémica caracteristica de sepse aumentando
a permeabilidade vascular, ativacdo plaquetaria e alteracdo do turnover da fibrina
(PLOTKOWSKI, et al., 2015). Assim, essa exotoxina tem importante papel na invasao

do microrganismo e no estabelecimento de uma infecgéo sistémica.

As toxinas ExoS e ExoT possuem dominios GTPase (GAP) e ADP ribosiltransferase
(ADPRT). A atividade do dominio GAP leva a desorganizacdo do citoesqueleto de
actina, induzindo o arredondamento e desprendimento de células e a inibicdo da
migracao celular e fagocitose. Na ExoS, a atividade dos dominios ADPRT induz a
citotoxicidade e apoptose, inibe a sintese do DNA, altera a endocitose, o trafico
vesicular e a formacdo de nodulos e favorece a multiplicac@o intracelular. ExoS
também interrompe a barreira pulmonar-vascular in vivo, levando a disseminagéo
bacteriana e a danos pulmonares (GELLATLY; HANCOCK, 2013; MALLET DE LIMA
et al., 2014). A ExoY foi descrita pela primeira vez como uma adenilato ciclase capaz
de elevar a concentracdo de cAMP, mas também foi relatado a elevacdo dos niveis
intracelulares de outros nucleotideos ciclicos (cCMP, cGMP, cUMP). Como
consequUéncia, ExoY provoca desorganizacdo do citoesqueleto da actina, necrose
celular e alteracdo da integridade da barreira das células endoteliais apds leséo
pulmonar (ANANTHARAJAH; MINGEOT-LECLERCQ; VAN BAMBEKE, 2016).

Um outro mecanismo de viruléncia de P. aeruginosa envolve sua capacidade de
adquirir ferro dos tecidos do hospedeiro. Para isso, P. aeruginosa produz dois
principais sideroforos: pioverdina e piroquil. Estes sideréforos ligam o ferro de forma
eficiente e sdo entdo absorvidos pela bactéria através de receptores especificos da
sua superficie celular. Os siderdforos séo fatores de viruléncia importantes ndo so
para fornecer ferro para processos metabdlicos bacterianos, mas também para
controlar a expressdo de outros fatores de viruléncia de P. aeruginosa. Além da
pioverdina, P. aeruginosa também é capaz de produzir o pigmento piocianina, que é

responsavel por dar a cor azul-esverdeado para as colonias bacterianas. Além disso,
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a piocianina exerce papel pro-inflamatorio durante a infeccdo, lesa o epitélio
brénquico, prejudica a funcdo ciliar e também facilita o dano oxidativo pulmonar

através da inibicdo da atividade da enzima catalase (SADIKOT et al., 2005).

P. aeruginosa apresenta também outros fatores de viruléncia, como fimbrias, pili,
flagelos e polissacarideos que irdo facilitar a colonizacdo do tecido e enzimas
extracelulares como, elastase, proteases alcalinas, hemolisinas (fosfolipase e
lecitinase) e citotoxinas (leucocidina) que estdo envolvidas com a invasao do tecido
pulmonar (SADIKOT et al., 2005) (Fig.2).
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Figura 2- Fatores de viruléncia da P.aeruginosa:. Pseudomonas aeruginosa possui uma variedade
de fatores de viruléncia que sdo necessarios para a instalacdo da infeccdo. Os flagelos e o pili tipo 4
sdo as principais adesinas, que junto com lipopolissacarideo, sdo altamente inflamatérios. Uma vez
ocorrido o contato com o epitélio do hospedeiro, o0 TSS3 pode ser ativado, levando a injecdo de
citotoxinas diretamente no citosol da célula hospedeira. Além disso, P. aeruginosa produz e libera varias
proteases que podem degradar fatores do complemento do hospedeiro, mucinas e romper as jun¢des
entre os epitélios, levando a disseminacgédo da bactéria. As lipases e fosfolipases podem ter como alvo
os lipidios presentes no surfactante pulmonar, bem como a membrana celular. A piocianina, um
pigmento azul-esverdeado, pode interferir nas vias de transporte de elétrons da célula hospedeira e no

ciclo redox. A pioverdina captura Fe®* para processos metabdlicos. Fonte: Gellatly & Hancock, 2013.

Em humanos, a infec¢cdo por Pseudomonas aeruginosa pode causar uma variedade

de condi¢des clinicas como bacteremia, infeccbes do trato urinario ou pneumonia,



25

principalmente em pacientes imunossuprimidos hospitalizados e com uso prévio de
antimicrobianos de amplo espectro (GELLATLY; HANCOCK, 2013; ROBAK et al.,
2018). Dentro do ambiente hospitalar, P. aeruginosa apresenta ainda um papel
protagonista dentro de Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Estima-se que
aproximadamente 60% dos pacientes que dao entrada na UTI desenvolvem uma
doenca infecciosa. Destas, 11% estdo associadas a infeccdo por P. aeruginosa,
perdendo apenas para Klebsiella pneumoniae (27%) e Escherichia coli (20%)
(CHOUDHURI; CHAKRAVARTY; UPPAL, 2017). Ainda, vale ressaltar que 64% a 71%
dos pacientes internados em UTIs recebem antibioticoterapia, dentre eles,
antimicrobianos de amplo espectro (ROBAK et al., 2018), sendo o uso desses
medicamentos um dos fatores de risco para infeccdo hospitalar pela P. aeruginosa
(GOMILA et al., 2018).

Em um estudo de coorte observacional retrospectivo, o uso de antimicrobianos por 30
ou 90 dias em UTIs foi considerado um fator agravante para a infeccado por P.
aeruginosa (GOMILA et al., 2018; SHINDO et al., 2013). Ainda, um estudo demonstrou
que 41,9% dos pacientes com ventilacdo mecanica que adquirem infec¢des por P.
aeruginosa evoluem ao 6bito e dentre os fatores de risco para a infeccdo esta o uso

inadequado de antimicrobianos (TIMSIT et al., 2017)

Devido a tais caracteristicas epidemioldgicas e fisiolégicas e associado ao seu perfil
de resisténcia a multiplas drogas, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) incluiu P.
aeruginosa no grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter  baumannii, P. aeruginosa, e
Enterobacteriaceae) (BHAGIRATH et al., 2019), onde estéo reunidos 0s principais
patdgenos para 0s quais a descoberta de novos agentes antimicrobianos é de extrema
urgéncia (WHO, 2017).

1.1.1 Resposta imune frente a infeccéo pulmonar por Pseudomonas aeruginosa

As infecgBes por P. aeruginosa geralmente estdo associadas ao trato respiratoério,
como, por exemplo, a pneumonia. Apos a infec¢ao do trato respiratorio, Pseudomonas
aeruginosa destréi a integridade da barreira epitelial alveolar, levando a rapida
necrose do epitélio pulmonar e disseminacao da bactéria para a circulacdo. A resposta

imune inata € essencial para o controle da infecgédo por P. aeruginosa. Essa resposta
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inclui a producdo de mediadores inflamatorios, recrutamento celular e depuracéo
fagocitica por neutrofilos e macréfagos (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al.,
2016).

Os macroéfagos alveolares funcionam como a primeira linha de defesa contra
patdogenos pulmonares, sendo importantes para coordenar a resposta inflamatoria
frente a infeccdo. Os macrofagos alveolares irdo atuar na fagocitose e killing de
Pseudomonas aeruginosa, no recrutamento de neutréfilos e na fagocitose de
neutréfilos mortos, limitando o dano tecidual (SAINZ-MEJIAS; JURADO-MARTIN;
MCCLEAN, 2020). O processo de fFagocitose bacteriana € mediado por meio do
contato e ligacdo da bactéria ao fagocito, mediado pelo reconhecimento baseado em
receptores (LOVEWELL; PATANKAR; BERWIN, 2014). O contato inicial entre e o
microrganismo e o fagécito é acompanhado por sinais intracelulares que irdo
desencadear diversos processos celulares como, rearranjo do citoesqueleto,
alteracfes no trafico de membrana, ativagdo de mecanismos para o killing bacteriano
e producado de mediadores inflamatérios (UNDERHILL; OZINSKY, 2002). A fagocitose
de Pseudomonas aeruginosa pode acontecer por duas principais vias, pela bactéria
opsonizada e mediada por receptores independentes de opsonizacdo. A fagocitose
por meio da bactéria opsonizada é impulsionada pela ligacdo da bactéria envolvida
por anticorpos a receptores Fc ou a receptores de complemento. Diversos receptores
independentes da opsonizagao tém sido demonstrado desempenhar importante papel
para a fagocitose de P. aeruginosa como, SRA (CD204), MARCO (CD206), CFTR e
receptores do tipo toll (TLRs) (LOVEWELL; PATANKAR; BERWIN, 2014).

Além da fagocitose, os macrofagos alveolares e as células residentes, irdo realizar o
reconhecimento de alguns fatores de viruléncia de P. aeruginosa através dos
receptores de reconhecimento de padrao (PRRs). Como por exemplo, receptores do
tipo TLR-4 e TLR-5, que séo ativados por LPS e por flagelina, respectivamente. Esse
reconhecimento induz ativacao da via do NF-kB e induz a liberagdo das citocinas TNF
e IL-6 e da quimiocina CXCL1, que participa do recrutamento de neutréfilos para o
sitio inflamatério. Além disso, alguns fatores de viruléncia de P. aeruginosa, como
proteinas do TSS3 e vesiculas de membrana externa, podem induzir a ativacao dos

inflamassomas NLRC4 e NLRP3 respectivamente, no citosol da célula do hospedeiro,
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levando a ativacdo de caspase-1 e producao de IL-1B além da inducéo da piroptose
(Fig.3) (FRANCHI et al., 2009; SAINZ-MEJIAS; JURADO-MARTIN; MCCLEAN, 2020).

O recrutamento massivo de neutrofilos € uma caracteristica importante da infeccéo
por P. aeruginosa. Sendo que este recrutamento se da principalmente por ligacdo das
quimiocinas CXC nos receptores CXCR1 e CXCR2 (SAINZ-MEJIAS; JURADO-
MARTIN; MCCLEAN, 2020). Uma vez recrutado para o sitio infeccioso, os neutréfilos
exercem importante papel na eliminagéo da bactéria através da fagocitose, liberacéo
de serina-proteases e espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio, que atuam como
bactericidas (LAVOIE et al., 2012 e GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015).
De maneire interessante, estudos em modelo animal tem demonstrado que a
microbiota intestinal interfere de forma significativa no reconhecimento e na resposta
inflamatoria orquestrada frente a infeccao pela Pseudomonas aeruginosa. (ROBAK et
al., 2018; TSAY; CHEN; CHEN, 2019).
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Figura 3- Resposta imune inata frente a infeccdo por Pseudomonas aeruginosa: a) PRRs
localizados nas células residentes (TLR2, TLR4, TLR5, TLR9) reconhecem os PAMPs de P. aeruginosa
(lipoproteinas, LPS, flagelina e CpG-DNA respectivamente) e desencadeiam a produgao de citocinas e
guimiocinas pré-inflamatérias. Vesiculas de membrana externa irdo sofrer endocitose e ativar a via de
NFkB e o inflamassoma. (b) Neutréfilos, recrutados em resposta a liberacdo de quimiocinas ap6s o
reconhecimento da bactéria irdo fagocitar e matar Pseudomonas aeruginosa. Macréfagos, participam

da fagocitose, liberacdo de mediadores inflamatérios e na limpeza de neutréfilos apoptéticos levando a
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resolucédo da inflamacdo e o remodelamento tecidual. Modificado de: SAINZ-MEJIAS; JURADO-
MARTIN; MCCLEAN, 2020

1.2 Microbiota intestinal

Imediatamente apds o nascimento, os mamiferos iniciam um longo processo de
colonizacdo por microrganismos (eubactérias, arquiobactérias, virus e eucariotos
unicelulares) que colonizam as superficies mais expostas como pele, boca, intestinos
e vagina (RINNINELLA et al., 2019; ROUND; MAZMANIAN, 2009; WINTER; LOPEZ;
BAUMLER, 2013). O trato gastrointestinal € o sitio mais amplamente colonizado,
abrigando trilhdes de bactérias simbiontes benéficas, chegando a ter uma populacéo
composta por cerca de 500 a 1000 espécies distintas (FUNG; ARTIS; SONNENBERG,
2014). No entanto, podemos observar que, ao longo do trato gastrointestinal, essa
microbiota sofre alteragOes tanto em abundéancia quanto em diversidade (BUDDEN et
al., 2016; ECKBURG, 2005; SEKIROV; RUSSELL; ANTUNES, 2010). Na porcéo
proximal do intestino, o duodeno, onde encontramos uma alta concentracdo de
oxigénio, pH baixo e presenca de enzimas digestivas, encontramos a menor
concentracdo de microrganismos do trato gastrointestinal, cerca de 10%-10% UFC/mL
de bactérias. Nas por¢des terminais do intestino delgado, essa quantidade aumenta,
chegando a abrigar cerca de 10%-108 UFC/mL. Ja no intestino grosso, 6rgdo mais
abundante, encontramos cerca de 10!-10'® UFC/mL (MARTINEZ-GURYN; LEONE;
CHANG, 2019).

Em relacdo a sua composicdo, os anaerébios obrigatérios compreendem a maior
parte da microbiota intestinal em adultos (MAHOWALD et al., 2009), sendo composta
principalmente pelos filos Firmicutes e Bacteroidetes, que representam cerca de 70%
da microbiota total (BAUMLER; SPERANDIO, 2016; ECKBURG, 2005; LAY et al.,
2005; RINNINELLA et al., 2019). Apesar da microbiota intestinal ser altamente
semelhante entre individuos a nivel de filo, podemos observar uma grande variacdo
em nivel de espécies entre cada individuo, podendo ser comparada a impressao
digital de uma pessoa (IEBBA et al., 2016). Essa variagao entre individuos ocorre
devido a diversos fatores ambientais tais como estilo de vida e dieta ou pode ocorrer
também devido a fatores genéticos (DANG; MARSLAND, 2019).
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Em condicdes fisioldgicas normais, a microbiota intestinal apresenta diversas funcdes
vitais e inter-relacdes importantes para a saude do hospedeiro, como manutencédo da
barreira epitelial intestinal, sintese e absor¢cdo de vérios nutrientes e metabdlitos,
incluindo acidos biliares, lipideos, aminoacidos, vitaminas e 4cidos-graxos de cadeia
curta (AGCC), e protecdo contra patégenos, através da secrecdo de substancias
bactericidas e pela competicdo por nicho e nutrientes (SCHUIJT et al.,, 2013;
BRESTOFF et al., 2013; SHREINER et al., 2015; TAKIISHI; FENERO; CAMARA,
2017). Além disso, a microbiota possui papel importante ha maturacdo do sistema
imune, participando da maturacdo dos GALTs (tecidos linfoides associados ao
intestino), do recrutamento de células secretoras de IgA e na ativagdo de células T na
mucosa (SCHUIJT et al., 2012; BRESTOFF et al., 2013; SHREINER et al., 2015). Ao
longo dos anos, trabalhos do nosso grupo de pesquisa tém demonstrado que a
microbiota intestinal também € essencial na montagem e manutencdo da resposta
inflamatoria frente a estimulos inflamatérios infecciosos e estéreis (MENEZES-
GARCIA et al., 2020; CISALPINO et al., 2017; FAGUNDES et al., 2012;; SOUZA et
al., 2004).

A maturacéo do sistema imune local pela microbiota se da através da expresséo de
estruturas moleculares denominadas padrdo moleculares associado a
microrganismos (MAMPS), dentre os quais podemos citar lipopolissacarideos,
flagelinas, peptideoglicanos e &cidos nucleicos que sdo reconhecidos por PRRs,
incluindo TLRs e NLRs, que sdo expressos por varias células intestinais. Esse
reconhecimento orquestra uma resposta imune predominantemente reguladora, com
a producéo de produtos antimicrobianos e a liberagéo de citocinas e quimiocinas, que
€ crucial para a defesa do hospedeiro (CERF-BENSUSSAN & GABORIAU-
ROUTHIAU, 2010; ROOKS & GARRETT, 2016; SCHUIJT et al., 2013).

Além disso, os MAMPs citados anteriormente podem ser transportados atraves da
circulagdo sanguinea, funcionando como um meio de comunicagéo entre a microbiota
intestinal e o pulméo, o que é denominado como eixo intestino-pulmdo (WYPYCH,;
WICKRAMASINGHE; MARSLAND,2019). Além dos MAMPSs, nutrientes e metabolitos
derivados da microbiota intestinal, como AGCCs, também podem alcancar a
circulagdo sanguinea (Fig.4). Dentre estes metabolitos, podemos destacar o acetato,
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o butirato e o propionato, que sdo os mais abundantes metabdlitos presentes no
intestino e que exercem papel importante na regulacéo das células do sistema imune
inato e adaptativo (ROOKS & GARRETT, 2016; SCHUIJT et al., 2016). Além desses
metabolitos, outros metabdlitos oriundos da microbiota como indol, niacina, poliaminas
e acidos organicos, que apresentam propriedades imunomoduladoras, também
podem alcancar a circulacdo sistémica. No entanto, apesar desses metabdlitos
exercerem importante papel na imunidade e homeostase intestinal, ainda nao se sabe
se essas moléculas exercem papel importante no eixo intestino-pulméo (WYPYCH et
al., 2019).

Historicamente, o pulméo era considerado um 6rgao estéril devido a dificuldades de
cultivo de bactérias isoladas desse sitio. No entanto, através da utilizacao de técnicas
mais modernas, como o0 sequenciamento do rRNA 16S, foi possivel detectar a
existéncia da microbiota pulmonar. A microbiota pulmonar apresenta uma baixa carga
bacteriana, cerca de 10%a 10° UFC/g de tecido, sendo encontrada principalmente os
filos Proteobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes, incluindo os 5 principais géneros:
Prevotella, Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium e Haemophilus. Acredita-se que
a fonte da microbiota pulmonar € um equilibrio entre a migracao microbiana do trato
respiratorio superior (aspiracao da saliva) e a eliminacdo microbiana por macréfagos
alveolares e pelo transporte mucociliar, com pouca contribuicdo da reproducéao local
dos microrganismos, fazendo assim que a microbiota pulmonar seja uma microbiota
transitoria. Estudos ainda precisam ser realizados para entender a contribuicdo da
microbiota pulmonar na manutencédo da resposta imune pulmonar. No entanto, tem
sido demonstrado que a microbiota € importante na maturacéo de células dendriticas
(AMATI et al., 2022; WYPYCH; WICKRAMASINGHE; MARSLAND, 2019; BUDDEN
et al., 2017).
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Figura 4- Maturagdo do sistema imune local e sistémico pela microbiota intestinal: A Microbiota
intestinal expressa MAMPs que sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de padrdes,
incluindo receptores TLRs e receptores NLRs. O reconhecimento de metabolitos e MAMPs por PRR
de células intestinais orquestra uma resposta imune que resulta em uma liberacdo continua de
mediadores inflamatérios, compostos antimicrobianos e formacao de uma camada de muco. Produtos
derivados da microbiota, incluindo nutrientes, acidos graxos de cadeia curta e MAMPs séo translocados
do intestino, alcancando a circulacéo sistémica e modulando a resposta inflamatéria em sitios distantes.
Fonte: Schuijt et al., 2013.

Devido a importante relacéo entre a colonizacdo do tecido intestinal e a modulacao do
sistema imune a nivel sistémico, varios estudos tém demonstrado o papel da
microbiota na modulacdo da resposta inflamatéria frente a infeccoes (COSTA et al.,
2016; DUMAS et al., 2018; FAGUNDES et al., 2012; KHAN et al., 2016; SCHUIJT et
al., 2016). Um trabalho do nosso grupo demonstrou que camundongos isentos de
germe sdo mais susceptiveis a infeccédo por Klebsiella pneumoniae. Esses animais
apresentaram uma maior disseminacdo da bactéria e maior taxa de letalidade em
consequéncia de um menor recrutamento de neutréfilos para o pulmdo e menor
producdo de mediadores inflamatorios, como TNF e CXCL1, associando assim, a
hiporresponsividade inflamatdria apresentada por esses animais a capacidade de
proliferacédo de K. pneumoniae no hospedeiro (FAGUNDES et al., 2012). Ainda, um

trabalho recente demonstrou que a microbiota intestinal apresenta papel importante
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na patogénese da infeccdo por P. aeruginosa. Utilizando-se de camundongos isentos
de germe e da deplecédo da microbiota através do uso de antimicrobianos, Robak e
colaboradores, 2018, demonstraram que a auséncia da microbiota resulta no aumento
da carga bacteriana no pulméo e no espaco bronco alveolar, assim como menor
producdo de mediadores inflamatérios. Outros trabalhos utilizando antimicrobianos
para a deplecdo da microbiota também demonstraram o papel da microbiota em
outros modelos de infec¢ao pulmonar como os causados por Influenza, Streptococcus

pneumoniae e Mycobacterium tuberculosis (KHAN et al., 2016).

Como descrito no item anterior, uma microbiota saudavel é importante para uma série
de fungdes fisioldégicas do hospedeiro, como metabolismo de nutrientes e modulacéo
da resposta imune. Esse estado de ecossistema balanceado da microbiota intestinal
€ denominado eubiose. O estado de eubiose intestinal é caracterizado por uma
microbiota diversa, com predominancia de espécies bacterianas pertencentes aos
dois principais filos, Firmicutes e Bacteroidetes (IEBBA et al., 2016; RINNINELLA et
al., 2019). Entretanto, o desequilibrio da microbiota intestinal, denominado disbiose,
pode contribuir para o desenvolvimento de diversas doencas, como, por exemplo, as
doencas inflamatérias intestinais (IBDs), a asma, a diabetes e a obesidade ( LEVY et
al., 2017; ROUND; MAZMANIAN, 2009). Além disso, a disbiose intestinal também
favorece o crescimento da Klebsiella pneumoniae no pulmdo, em um modelo
experimental (SAMUELSON et al., 2017). Assim, a disbiose pode ser definida como
uma alteracdo na composicao e na funcdo da microbiota que pode ser causada por
um conjunto de fatores ambientais (por exemplo, a exposicédo a antimicrobianos) ou
relacionados ao hospedeiro (estilo de vida e fatores genéticos) que perturbam o
ecossistema microbiano (LEVY et al., 2017). VANGAY et al., 2015 descreveu 4 tipos
de disbiose: (1) perda de taxons-chaves, (2) perda da diversidade, (3) expansdo de

patobiontes e (4) mudanca na capacidade metabdlica.

O uso de antimicrobianos € um dos principais indutores da disbiose intestinal.
Normalmente, os antimicrobianos sao prescritos e administrados com o objetivo de
eliminar bactérias patogénicas em quadros de infec¢des bacterianas. No entanto,
alguns antimicrobianos ndo apresentam seletividade, sendo capazes de também

eliminar microrganismos nao patogénicos pertencentes a microbiota intestinal,
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levando ao quadro de disbiose (NEUMAN et al., 2018). A alteracdo da microbiota
intestinal pelo uso de antimicrobianos depende da classe do antimicrobiano, da dose,
periodo de uso, do mecanismo de acao e dos alvos bacterianos (RINNINELLA et al.,
2019). A exposicdo a antimicrobianos, mesmo por curtos periodos de tempo e
especialmente durante a infancia tem efeitos duradouros sobre a microbiota, podendo
alterar as caracteristicas taxondmicas, gendmicas e funcionais da microbiota,
afetando sua riqueza e diversidade (PUPIN et al., 2018). Seus efeitos podem ser
transitérios ou, as vezes, permanentes, podendo estar associados a predisposicao a
diversas doencas, como asma, diabetes, obesidade, além de induzir maior
suscetibilidade a infeccdo por Clostridium difficile, por Salmonella enterica serovar
Typhimurium e por Citrobacter rodentium (SOMMER et al., 2017). Além do uso de
antimicrobianos, a hospitalizacdo do paciente ja € capaz de levar a disbiose da
microbiota intestinal (BARTOSCH et al., 2004; BRAUN et al., 2017). Um estudo
recente comparou o microbioma de pacientes idosos saudaveis e pacientes idosos
hospitalizados que n&o receberam antibioticoterapia. Este estudo demonstrou uma
redug&o nos grupos Bacteroides e Prevotella e aumento no grupo Enterobacteriaceae
no grupo de pacientes hospitalizados (BARTOSCH et al., 2004).

Um estudo em humanos demonstrou que voluntarios saudaveis tratados por 1
semana ou menos com antimicrobianos apresentaram uma alteracdo na microbiota
intestinal que persistiu de 6 meses a 2 anos apoés o fim do tratamento. A disbiose
nesses voluntarios foi caracterizada por perda na diversidade microbiana, aumento de
amostras resistentes a antimicrobianos e regulacéo positiva de genes de resisténcia
a antimicrobianos (LANGDON; CROOK; DANTAS, 2016). Ainda, através de analises
metabolémicas, estudos também demonstraram que a exposicdo a altas
concentracfes de antimicrobianos reduz ou elimina a maioria dos produtos do
metabolismo bacteriano como os AGCC e acidos biliares secundarios e levam ao
acumulo de seus precursores (incluindo oligossacarideos, poliois e acidos biliares
primarios). Além disso, varios compostos das vias metabolicas dos acidos biliares,
esterdides e o triptofano séo significativamente alterados pelo tratamento com
antimicrobianos (BECATTINI; TAUR; PAMER, 2016; LANGDON; CROOK; DANTAS,
2016).
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Esses metabdlitos produzidos pela microbiota intestinal disbidtica podem ser capazes
de modular fatores de viruléncia de agentes patogénicos. O succinato, por exemplo,
tem importante papel na regulacdo de genes de viruléncia de patégenos intestinais
como, E. coli entero-hemorragica (EHEC), Clostridium difficile e Salmonella enterica
serovar Typhimurium. Curtis, 2014, demonstrou que a presenca da bactéria comensal
Bacteroides thetaiotaomicron €& capaz de induzir a expressdo da ilha de
patogenicidade LEE em EHEC devido a sua capacidade de produzir altas
concentracdes de succinato. Ja na infeccéo por C. difficile, estudos demonstraram que
0 succinato produzido pela microbiota apdés o tratamento com antimicrobianos
aumenta a capacidade desse patégeno em se multiplicar. Além disso, FERREYRA et
al., 2014 demonstraram que camundongos tratados com antimicrobianos e
colonizados com Bacteroides thetaiotaomicron apresentam maior leséo e maior carga
bacteriana ap0s a infeccdo com C. difficile. Essa maior susceptibilidade a infeccéo é
devido a maior producao de succinato pelo B. thetaiotaomicron e pela capacidade do
C. difficile em utilizar o succinato para sua nutricdo (FERREYRA et al., 2014). Por fim,
outros metabdlitos como o butirato, o acetato e o propionato também foram capazes
de regularem genes de viruléncia em patdgenos intestinais (CURTIS & SPERANDIO,
2011).

1.3 Metabolismo de triptofano

O triptofano é um aminoacido essencial adquirido somente através da dieta devido a
incapacidade de sintese pelo hospedeiro (ZHANG; DAVIES, 2016). O triptofano é
encontrado em uma variedade de alimentos como peixes, frutas, ovos, carnes, leite e
chocolate. Atualmente, recomenda-se a ingestdo de aproximadamente 250 a 425
mg/d/adulto, mas geralmente ocorre a ingestdo de aproximadamente 900 a
1000mg/d/adulto (ZHANG, L. S.; DAVIES, 2016; Dehhaghi, 2019). Embora o Trp seja
um dos aminoacidos menos abundantes em proteinas e células, € um precursor
biossintético de grande numero de metabdlitos microbianos e do hospedeiro
(ALKHALAF; RYAN, 2015). Além do seu papel na sintese proteica, o triptofano e seus
metabolitos estdo associados a inUmeras fungdes fisiolégicas, como a homeostase
imunoldgica e a resposta inflamatoria (LE FLOC’'H; OTTEN; MERLOT, 2011).
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No hospedeiro, o triptofano € principalmente utilizado para a formacao de proteinas.
No entanto, o triptofano ainda pode ser catabolizado por duas principais vias: a via da
serotonina e a via das quinureninas (Kyn). A via das Kyn é responsavel pelo
metabolismo de aproximadamente 90% do triptofano livre. No primeiro passo dessa
via, o triptofano é metabolizado pelas enzimas triptofano-2,3-dioxigenase (TDO) ou
indolamina-2,3-dioxigenase 1 (IDO1) em quinurenina. A enzima TDO € encontrada
principalmente em células hepaticas enquanto a enzima IDO1 é encontrada
principalmente em células do sistema nervoso, do sistema imune e em células
epiteliais intestinais. Em seguida, a quinurenina sera convertida em acido quinurénico
e em 3-hidroxiquinurenina que serdo catabolizados produzindo NAD (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo), acido picolinico e &cido xanturénico (Fig.5) (AGUS;
PLANCHAIS; SOKOL, 2018; TALEB, 2019). Na mucosa intestinal e em ambientes
tumorais, a enzima IDO1 tem se mostrado essencial para induzir uma resposta imune
anti-inflamatéria imunossupressora e a proliferacao celular (GAO et al., 2018). Dessa
forma, a enzima IDO1 tem apresentado papel importante em divesas doencas, como
alergias, doencas autoimunes, doencas psiquicas e neurodegenerativas e doencas
infecicosas, como HIV e tuberculose (SHUN LOTT, 2020; WANG et al., 2015).

A microbiota intestinal pode também influenciar no metabolismo de triptofano do
hospedeiro. Diversos trabalhos tém demonstrado que na auséncia da microbiota
intestinal ocorre uma alteracédo do metabolismo de triptofano, com dimuic¢éo dos niveis
circulantes de quinurenina. De maneira interessante, essa diminuicdo do metabolismo
de triptofano pela via das quinureninas esta relacionado, pelo menos em parte, com
uma menor ativacdo do sistema imune, uma vez que a ativacdo dos receptores do
tipo TLRs pela microbiota intestinal sdo essenciais para a producéo das quinureninas
(GAO et al.,, 2018). Além disso, outros metabdlitos produzidos pela microbiota
intestinal, como os SCFAs, também séo capazes de modular a via da quinureninas.
O butirato pode regular negativamente a expressao da IDO1 por dois mecanismos
distintos: o primeiro se da através da inibicdo da fosforilagdo de STAT1 dependente
de IFN gama e, consequentemente, diminuicdo da transcricdo da IDO; o segundo
mecanismo se da através da regulacdo negativa da transcri¢cdo da IDO, agindo como
um inibidor de histona desacetilase. Dessa forma, pela inibicdo da atividade da IDO,
o butirato suprime a producao de quinurenina a partir do triptofano (GAO, K. et al.,
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2020). Além de interferir no metabolismo de triptofano pelo hospedeiro, a microbiota
intestinal pode também metabolizar o triptofano, produzindo diversos metabdlitos
indolicos (Fig.5) (GAO et al., 2018).

Uma das vias presentes principalmente em bactérias Gram-negativo ocorre atraves
da enzima triptofanase (TnA), produzindo como produto final o indol, que pode ser
detectado no intestino de humanos e camundongos em uma concentracao que varia
de 250-1100pM (HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015). Apo6s sofrer essa
metabolizacao inicial pela microbiota intestinal, o indol atinge a circulacdo hepatica,
onde serd metabolizado pelo hospedeiro. A primeira fase do metabolismo hepéatico é
realizada pela enzima citocromo P450 2E1 (Cyp2E1), gerando o metabdlito 3-hidroxi-
indol. Na fase Il do metabolismo, o 3-hidroxi-indol sera sulfatado por sulfotransferases,
gerando o metabdlito indoxil-3-sulfato (I3S), que pode ser encontrado na corrente
sanguinea e tecidos periféricos em concentracdes entre 10—-200 uM, atuando como
um forte agonista de AHR (receptor de hidrocarbonetos aromaticos) (HUBBARD;
MURRAY; PERDEW, 2015).

Aléem desse metabolismo, as enzimas aminoacido-aromatico-aminotransferase
(ArAT), triptofano-2-monoxigenase (TMO) e triptofano-descarboxilase (Trd) também
sdo capazes de catabolizar o Trp em indol-3-piruvato (IPIA), triptamina e indol-3-
acetamida (IAM). Estes, por sua vez, sdo precursores de metabdlitos como, acido
indol-3-lactico (ILA), acido indol-acrilico (IA), acido indol-3 propiénico (IPA), acido
indol-acético (IAA) e acido indol-3-acetaldeido (IAld) (AGUS; PLANCHAIS; SOKOL,
2018; HUBBARD; MURRAY; PERDEW, 2015).



SEROTONIN

ASMT _ AANAT MAO
MELATONIN ==— N-acetyserotonin <—— SEROTONIN —> 5-HIAA

AAADT
5-HTP
TpH _ TNA
KYNURENIC ACID g -
fladH fldBC acdA N
o TRYPTOPHAN ““~IPYA< "> ILA" = 1A= pa |
XANTHURENIC = AN /
ACID KYNURENINE*“"[B8 " parB,C /
T KMo~ | 71D \ _
JKYNU \ o
3H-KYN =< 1AM \ e
TRYPTAMINE® £
KYNUl lKMO [ },' INDOLE
3-HAA —> PICOLINIC ACID | AL 2 ks 7
l INDOLE-SULFONIC ACID
QUINOLIG 08D Ald®  TRYPTOPHOL
NAD
INDOLE/AHR
KYNURENINE/IDO :
* AR ligands
++ Potential AhR ligand but in supraphysiolegical concentrations
—» Host pathway
%] NOCIONG PGy IDO : Indoleamine 2,3-Dioxygenase
3-HAA : 3-Hydroxyanthranilic Acid ILA : Indole-3-Lactic Acid
3H-KYN : 3-Hydroxykynurenine IPA : Indole-3-Propionic Acid
5-HTP : 5-Hydroxytryptophan IPYA : Indole-3-Pyruvate
AAAD : Aromatic Amino Acid Decarboxylase KAT : Kynurenine aminotransferase

AANAT : Aralkylamine N-Acetyltransferase
acdA : acyl-CoA dehydrogenase

AraT : Aromatic amino acid aminotransferase
ASMT : Acetylserotonin O-Methyitransferase
fidBC : phenyllactate dehydratase

fidH : phenyllactate dehydrogenase

KMO : Kynurenine 3-Monooxygenase

KYNU : Kynureninase

MAQ : Monoamine Oxydase

NAD : Nicotinamide Adenine Dinucleotide

porB, C : pyruvate ; ferredoxin oxidoreductase B and C

1A - Indole Acrylic Acid TDO : Tryptophan 2,3-Dioxygenase
IAA : Indole Acetic Acid TMO : Tryptophan 2-Menooxygenase
IAAId : Indole-3-Acetaldehyde TNA: Tryptophanase

1Ald ; Indole-3-Aldehyde TpH : Tryptophan Hydroxylase

IAM : Indole-3-Acetamide TrD : Tryptophan Decarboxylase

37

Figura 5- Metabolismo do triptofano: O triptofano pode ser metabolizado diretamente por bactérias

da microbiota intestinal, produzindo indol e seus derivados ou pelo hospedeiro através da via das

quinureninas, formando como produto final NAD e da serotonina. Fonte: Agus et al., 2018.

Tanto as quinureninas quanto alguns metabolitos de triptofano de origem microbiana

séo capazes de ativar o receptor de hidrocarbonetos aroméaticos (AHR) (Fig.5). O AHR

€ um fator de transcricdo que é amplamente expresso em diversos tipos celulares,

incluindo células imunes, como macrofagos, neutréfilos e células B, além de células
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epiteliais e algumas células tumorais (TAKAMURA et al., 2010; HUBBARD et al.,
2015).

Quando inativo, o receptor AHR reside no citosol como parte de um complexo proteico
gue inclui outras proteinas, como a proteina de choque térmico de 90 kDa (HSP90), a
proteina de interacdo do AHR, p23, e a proteina c-SRC quinase, que serao
responsaveis por proteger o receptor da protedlise e por manter o receptor em uma
conformacdo adequada. Apds a ligagdo dos agonistas ao receptor, ocorre uma
alteracdo conformacional que resulta na dissociacdo do AHR das proteinas e na
exposicdo de sua sequéncia de localizacdo nuclear. Apos essa etapa, o AHR
transloca-se para o nucleo onde dimeriza com o translocador nuclear de AHR (ARNT)
para formar um complexo de ligacdo ao DNA que ir4 controlar a expresséo de genes-
alvo que contém elementos de resposta xenobidtica (XREsS) em suas regibes
promotoras como as enzimas do citocromo P450 lal, 1a2 e 1b2, que séo importantes
para o metabolismo de toxinas (Fig.6) (JARONEN; QUINTANA, 2014). Ainda, a
ativacao do receptor AHR resulta em uma resposta de imunossupresséo, induzindo a
geracdo de células T reguladoras (Treg) e diferenciacdo em Thl7, em doencas
autoimunes, além de inducdo de IL-22, que é de extrema importancia para a
manutencao da barreira epitelial intestinal (JULLIARD; FECHNER; MEZRICH, 2014).

De maneira interessante, recentemente o receptor AHR foi proposto como um PRR
para o reconhecimento de P. aeruginosa. Foi demostrado que o receptor AHR é capaz
de reconhecer diversos fatores da P. aeruginosa como, 0 pigmento piocianina e
moléculas de quérum sensing, fazendo com que este receptor seja importante para
uma resposta imune adequada e, consequentemente, controle da carga bacteriana
(MOURA-ALVES et al., 2014; MOURA-ALVES et al., 2019).

Diante do exposto, a hipétese do presente trabalho é que a disbiose da microbiota
intestinal pelo uso de antimicrobiano torna o hospedeiro mais susceptivel a infec¢ao
por P. aeruginosa por alterar o metabolismo de triptofano e, consequentemente, a

resposta do hospedeiro a infec¢édo atraves da ativagédo do receptor AHR.
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Figura 6- Via de ativacdo canbnica do receptor AHR: Apds a interacdo com o ligante, o AHR no
citosol transloca para o nucleo, onde se associa com o translocador nuclear de AHR (ARNT). O
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e inicia a transcricdo de genes, incluindo aqueles que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo

de toxinas. Fonte: Hubbard et al., 2015
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2 JUSTIFICATIVA

Pseudomonas aeruginosa € um patdégeno oportunista altamente prevalente em
infecgbes respiratorias em pacientes hospitalizados, principalmente em unidades de
terapia intensiva ou em imunocomprometidos. A P. aeruginosa € responsavel por
aproximadamente 10% de todas as infec¢Oes hospitalares e apresenta uma taxa de
mortalidade de cerca de 50%. No ambito da UTI, a Pseudomonas aeruginosa é a
terceira bactéria mais prevalente em infeccfes e esta associada a 41,7% dos casos
de pneumonia associada a ventilagdo mecéanica. Devido a sua alta prevaléncia
hospitalar e sua grande resisténcia a antimicrobianos, a infec¢cdo por Pseudomonas

aeruginosa constitui um problema de saude publica.

Dentre os fatores que predispfe a infeccdo por P. aeruginosa podemos destacar o
uso de antimicrobianos que pode estar associado tanto a alteracdo do perfil de
resisténcia do patdgeno como alteracdo na microbiota normal do hospedeiro
(disbiose). De fato, grande parte de pacientes hospitalizados em UTIs estdo expostos
a uso de antimicrobianos, tornando o estudo desse tema extremamente importante.
Diante disso, torna-se relevante o entendimento dos mecanismos envolvidos na maior
susceptibilidade do hospedeiro em uso de antimicrobianos a infeccdo por P.
aeruginosa. A disbiose esta associada a varias altera¢cdes metabdlicas no hospedeiro,
entre elas alteracdes no metabolismo do triptofano. De forma interessante, estudos
anteriores associam metabdlitos desse aminoacido com fatores de patogenicidade da
P. aeruginosa. Entretanto, nenhum estudo prévio demonstra como a relacdo da
disbiose intestinal e 0 metabolismo de triptofano interfere na resposta do hospedeiro
frente a infecgao.

Diante disso, a hipétese do trabalho é que a disbiose da microbiota intestinal pelo uso
de antimicrobianos torna o hospedeiro mais susceptivel a infeccéo por P. aeruginosa
por alterar o metabolismo de triptofano e, consequentemente, a resposta do

hospedeiro & infec¢édo através da ativagdo do receptor AHR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel do metabolismo de triptofano na patogénese da infec¢cao pulmonar por

Pseudomonas aeruginosa apés inducdo de disbiose da microbiota intestinal com

antibioticoterapia.

3.2 Objetivos especificos

O presente projeto tem como objetivos especificos:

1.

Implementar um modelo de disbiose da microbiota intestinal induzida pelo o
uso de antimicrobianos;

Avaliar se a disbiose intestinal altera o metabolismo de triptofano pela
microbiota intestinal e pelo o hospedeiro;

Compreender como a disbiose induzida pelo uso de antimicrobianos inferfere
na resposta do hospedeiro frente a infecgcdo pulmonar por Pseudomonas
aeruginosa,;

Entender se o metabolismo de triptofano esta alterado em animais eubidticos
e dishibticos ap6s a infeccéo por Pseudomonas aeruginosa.

Avaliar o papel da enzima IDO1 durante a infeccdo por Pseudomonas
aeruginosa em animais eubiéticos e disbiéticos

Avaliar a expressdo de AHR em neutroéfilos de animais eubidticos e disbidticos
infectados com Pseudomonas aeruginosa,

Avaliar a ativacdo de AHR no pulmédo de animais eubidticos e disbioticos
infectados com Pseudomonas aeruginosa,

Avaliar o papel do receptor AHR durante a infeccao por Pseudomonas
aeruginosa em animais eubidticos e disbhiéticos;

Avaliar a participacao do receptor AHR e da enzima IDO1 na fagocitose in vivo

de Pseudomonas aeruginosa em animais eubidticos ou disbiéticos.

10. Avaliar o efeito da quinurenina na fagocitose da Pseudomonas aeruginosa por

macrofagos.

11. Avaliar o efeito do tratamento com quinurenina na infec¢cdo in vivo por

Pseudomonas aeruginosa.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57BL/6 selvagens (WT), fémeas, de 8 semanas de
idade, obtidos do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),
camundongos deficientes para o receptor de hidrocarbonetos aromaticos (AhR”) ou
deficientes para a enzima Indolamina-2,3-dioxigenase (IDO1”) obtidos do biotério do
Laboratério de Imunofarmacologia, do Departamento de Bioquimica e Imunologia, do
Instituto de Ciéncias Biologicas (ICB) da UFMG. Os animais tiveram acesso a agua e
racdo sem restricdo. Todos os experimentos foram aprovados na Comissao de ética

na utilizagdo de animais (CEUA) sob o nimero de protocolo 02/2019.

4.2 Inducédo da disbiose

Para a inducao da disbiose, os camundongos receberam, por 14 dias, um coquetel de
antimicrobianos, dissolvidos na agua de beber, composto por: Ampicilina (1g/L),
Vancomicina (500mg/L), Ciprofloxacino (200mg/L), Imipenem (250mg/L),
Metronidazol (1g/L) e Nistatina (120mg/L). Os antimicrobianos foram trocados duas
vezes por semana. Durante todo o protocolo os animais foram mantidos em isoladores
com agua e racdo autoclavados. Apds o final do protocolo, as fezes e soro foram

coletadas para as seguintes analises:

4.2.1 Avaliacdo da composicao da microbiota por plagueamento das fezes em meios

de cultura

Amostras de fezes dos camundongos submetidos ou ndo ao protocolo de disbiose
foram coletadas ao final do tratamento com antimicrobianos para avaliar a capacidade
do tratamento em induzir a disbiose. As amostras coletadas, foram pesadas e diluidas
em NaCl 0,9% p/v e cultivadas nos meios de cultura Agar MacConkey (avaliagéo de
enterobactérias), Agar MRS (adgar De Man, Rogosa e Sharpe para a avaliagéo de
bactérias acido laticas) e Agar BHI (quantificacdo de bactérias totais). Os meios
MacConkey e BHI foram cultivados por 24h a 37°C em aerobiose enquanto o meio
MRS foi cultivado por 48 horas também em aerobiose. Apds o tempo de incubacéo,
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foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonia e multiplicado pela
diluicdo para encontrar-se o numero de unidades formadoras de col6nia por g de

fezes.

4.2.2 Avaliacao da producéo de indol pela microbiota fecal

Para avaliar a produgéo de indol pela microbiota fecal, um pellet de fezes de cada
animal foi coletado e cultivado em 15mL de caldo LB por 48h. Apds o final do periodo
de incubacéao, os tubos foram centrifugados a 300 x g por 10 minutos e o sobrenadante
foi coletado para a dosagem de indol pelo método de Erlich. Para isso, 160uL das
amostras, em duplicata, foram adicionadas em uma placa de 96 em fundo U. Em
seguida foi adicionado 10uL de &cido tricloroacético 30% v/v e incubado a 50°C por
30 minutos sob agitacdo. Apos os 30 minutos, a placa foi centrifugada a 450 x g por
10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida 100uL do sobrenadante foi
transferido para uma placa de 96 pocos de fundo chato e foi adicionado 100uL do
reagente de Erlich (4-(dimetilamino)-benzaldeido 1,2% p/v em acido acético glacial) e
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente com agitacdo. A absorbancia foi lida
em leitor de ELISA com filtro para comprimento de onda de 540nm.
Concomitantemente foi realizada a curva padrédo de Indol, utilizando o padrao

adquirido da Sigma-Aldrich Brasil com 96% de pureza.

4.2.3 Dosagem de metabdlitos de triptofano pela técnica de LC-MS

Primeiramente, as amostras de soro foram submetidas ao protocolo de precipitacéo
de proteinas, onde 150uL de metanol contendo 100ng/mL de fenacetina foi adicionado
a 50uL de amostra. Em seguida, as amostras foram vortexadas e centrifugadas a 3000
X g por 10 minutos. Apds esta etapa, foi adicionado a resina de C18 que foi
responsavel por remover o0os compostos hidrofobicos. Em seguida, 50uL do
sobrenadante foi seco em speedvac, reconstituido em agua e transferido para tubos

especificos. As amostras de curva padrao foram submetidas ao mesmo processo.
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As andlises por LC-MS foram realizadas em um sistema de cromatografia liquida de
alto desempenho Nexera (UHPLC) (Shimadzu, Kyoto, Jap&o) acoplado em um
espectrometro de massa de tempo de voo (ESI-QTOF) de alta resolugdo com
eletropulverizagéo por eletromicalise (Bruker , Billerica, MA) e controlado pelo pacote

de software Compass 1.7 (Bruker).

A calibracdo e os dados da amostra foram poés-processados e analisados pelo
software QuantAnalysis (Bruker), que extrai os cromatogramas de ions de alta
resolucao (EICs) dos metabdlitos alvo listados e integra os picos cromatograficos nas
janelas de tempo de retencéo, de acordo com os registros das curvas de calibragcéo
dos respectivos padrdes. Os fatores de regresséo da curva dentro dos intervalos de
concentracdo correspondentes foram 0,995 ou superiores. A deteccdo dos
metabdlitos nas amostras foi confirmada por suas massas monoisotopicas (m/z calc.
+ 0,005Da), tempo de retencdo cromatografica e, se detectavel, seus fragmentos na
fonte. Os padrdes de triptofano, de quinurenina e de &cido kinurénico, assim como o
controle interno, fenacetina, foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich com 96% de

pureza.

4.3 Infeccao por Pseudomonas aeruginosa

No presente trabalho foram utilizadas duas diferentes cepas de P. aeruginosa para a
realizacdo do modelo de infec¢do pulmonar, as cepas PA103 e PAO1. Para preparar
0 indculo, as linhagens previamente armazenadas a -80°C foram inoculadas no meio
de cultura Pseudomonas isolation agar e incubadas a 37°C por 14-16 horas. Ap6s o
crescimento, com o auxilio de uma alca bacteriolégica, coloénias foram adicionadas a
1mL de salina 0,9% v/v para a preparacdo de uma solucdo bacteriana concentrada.
Em seguida, a solucdo foi diluida seriadamente em uma propor¢ao de 1:2 a fim de se
obter uma absorbancia de 0,1 a 600nm no leitor de ELISA. A OD de 0,1 equivale a
uma concentracdo de 2x10% a 6x108 UFC/mL. Para a infeccdo, camundongos
C57/BL6 fémeas de 8 semanas de idade foram anestesiados com uma solucéo
contendo cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) e infectados pela via intranasal
com 10% UFC/20uL da linhagem PA103 ou com 107 UFC/40uL da linhagem PAO1 e,
apos 6h ou 24h da realizacdo da infec¢ao, os animais foram eutanasiados para as

analises.
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4.4 Avaliacao do efeito da disbiose na patogénese da infeccdo pulmonar por P.

aeruginosa

Para isso, camundongos C57BL/6 foram submetidos a 14 dias do protocolo de
disbiose, conforme descrito no item 4.2. Ao fim do protocolo, os antimicrobianos foram
retirados e, apos aproximadamente 12h, os animais foram submetidos ao protocolo
de infeccéo (item 4.3), conforme demonstrado na figura 7 e agrupados de acordo com
a tabela 1. Com a finalidade de avaliar o papel do receptor AHR ap0s a disbiose, 1h
antes da infeccdo, camundongos receberam pela via subcutanea o antagonista
seletivo CH223191 na dose de 10mg/kg (NEAMAH et al., 2019). Para avaliar o papel
da enzima IDO1 apés a disbiose, os camundongos receberam por via intraperitoneal
o inibidor 1-metil-triptofano (1-MT) na dose de 70mg/kg (LAUGERAY et al., 2016)
também 1h antes da infeccdo. Para avaliar o papel do excesso de quinurenina na
infeccdo, animais WT receberam via intraperitoneal, uma hora antes da infeccéo a
quinurenina na dose de 25mg/kg. Uma outra estratégia para avaliar o papel da enzima

IDO1 e do receptor AHR foi através do uso de camundongos IDO1” e AHR™.

‘ Tratamentos:
1-MT: 70mg/kg

C57/BL6 WT ou CH223191: 10mg/Kg
AHR” ou IDO17 Retirada dos
8-12 semanas antibidticos
0 14D -1h Oh 6h 24h
| | | | | |
‘ : ) Infeccdo
! intranasal

Ampicilina- 1g/L
Vancomicina- 500mg/L
Ciprofloxacino- 200mg/L
Imipenem-250mg/L
Metronidazol- 1g/L
Nistatina-120mg/L

Figura 7: Planejamento experimental para a inducdo da disbiose e posterior infec¢cdo por P.
aeruginosa: Camundongos C57/BL6 WT, AHR" ou IDO1" receberam um coquetel de antimicrobianos
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na agua de beber 14 dias. No 14° dia os antimicrobianos foram retirados e 12h apds a retirada os
animais foram infectados via intranasal com Pseudomonas aerugionosa. 6 ou 24 horas ap0s a infeccao
0s animais foram eutanasiados e os tecidos coletados. Para avaliar o papel da enzima IDO1 1h antes
da infecg8o animais WT receberam o inibidor de IDO1 1-MT via intraperitoneal na dose de 70mg/kg.
Para avaliar o papel do receptor AHR, animais WT receberam o antagonista de AHR CH via subcutanea
na dose de 10mg/kg.

GRUPO DESCRICAO
Eubidtico NI receberam agua e nao foram infectados
receberam agua e foram infectados com a linhagem
Eubidtico PAO1 PAO1
receberam coquetel de antimicrobianos e ndo foram
Disbidtico NI infectados

receberam coquetel de antimicrobianos e foram
Disbidtico PAO1 infectados com a linhagem PAO1

Tabela 1- Divisdo dos grupos experimentais e descri¢ao.

4.5 Determinacéo da quantidade de unidades formadoras de coldonia (UFC) de P.

aeruginosa

A carga bacteriana foi quantificada no pulmé&o, no lavado bronco-alveolar e no sangue
dos animais infectados. No momento da eutanasia, o sangue dos camundongos foi
coletado por puncado da veia cava. Para a realizacdo do plaqueamento, o pulmao, o
BAL e o sangue foram homogeneizados e diluidos com NaCl 0,9% p/v na proporcao
de 1:10 e a partir dessa diluicdo, diluicdes seriadas foram realizadas. Apos a
realizacdo da diluicdo, 10uL de cada ponto foi plaqueado em triplicata no meio sélido
Pseudomonas isolation agar (PIA) e incubado por 24h a 37°C e entdo o numero de

unidades formadoras de colonia foi contado.

4.6 Lavado bronco-alveolar

O lavado bronco-alveolar (BAL) foi realizado para obter leucocitos presentes nos
espacos alveolares. A traqueia foi exposta e um cateter de polietileno de 1.7mm de
diametro externo foi inserido. O BAL foi realizado pela instilacdo de duas aliquotas de
1mL de PBS (3 vezes cada uma). O numero total de leucécitos foi determinado por
contagem de leucdécitos em uma camara modificada de Neubauer apos a coloracao

com corante de Turk, na diluicdo de 1:10. Contagens diferenciais foram obtidas por
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preparacdes de Cytospin e consequente avaliacdo da porcentagem de cada leucdcito

em uma lamina corada pelo kit panético da empresa RenyLab.

4.7 Influxo de neutrofilos pela quantificacdo da atividade de mieloperoxidase
(MPO)

Para avaliar o acumulo de neutréfilos no pulmédo foi utilizado o método de
quantificacdo da atividade de mieloperoxidase. O pulméo foi coletado e pesado e
suspenso em salina EDTA (100mg de tecido/ImL de salina), submetido a
homogeneizacdo e centrifugacdo (3000 x g, 15 minutos). O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspenso em solucdo NaCl 0.2% p/v gelada e NaCl
1.6% p/v com glicose 5% p/v gelada na mesma quantidade. As amostras foram
centrifugadas a 3000 x g por 15 minutos. Novamente o sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado ressuspenso em tampao fosfato com HTAB a 5% p/v e homogeneizado
por 30 segundos. As amostras foram seguidamente congeladas e descongeladas trés
vezes em nitrogénio liquido, centrifugadas (3000 x g, 15 minutos a 4°C) e o
sobrenadante foi coletado para ensaio de MPO. A atividade de mieloperoxidase
(MPO) das amostras foi determinada em leitor de ELISA (450 nm) usando
tetramethylbenzidine (1.6 mM) e H202 (0.5 mM). Os resultados foram expressos como
O.D. a 450 nm.

4.8 Quantificacdo de citocinas e quimiocinas por ELISA

A dosagem de citocinas e quimiocinas foi realizada a partir do sobrenadante do lavado
bronco-alveolar e do extrato de pulméao. Para obtencéo do extrato de tecido, amostras
de tecido foram homogeneizadas numa solucdo de PBS contendo inibidor de
proteases (0,1 mM “phenylmethilsulfonyl fluoride”, 0,1 mM “benzethonium chloride”,
10 mM “EDTA” e 80 KI de aprotinina A) e 0,05% v/v de “Tween 20", na propor¢ao de
0,1 g de tecido para cada 1 mL de solugao, utilizando-se o homogeneizador Power
Gen 125 (Fischer Scientific Pennsylvania, USA). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000 x g por 10min a 4°C (em centrifuga BR4, Jouan Winchester VA,
USA) e os sobrenadantes recolhidos e estocados em microtubos (Tubo 3810,
eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil) a -20°C, para posterior analise. Para
realizacédo do ensaio, as concentracdes utilizadas para os anticorpos e reagentes foi

baseada nos protocolos dos fabricantes (R&D Systems). Inicialmente, placas de 96
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pocos (Nunc. Immunosorb, Naperville, IL) foram recobertas com anticorpos
purificados especificos para as moléculas em analise (IL-1 B, IL-10, TNF e CXCL1),
sendo 50pL/poco, em PBS, e incubadas por 18 horas a 4°C. Numa segunda etapa,
as placas foram lavadas com PBS acrescido de Tween 20 0,1% v/v, e blogueadas
pela adicdo de BSA 1% p/v em PBS (100uL/poco) por 2 horas, sob agitacdo. Apos
nova lavagem, amostras de sobrenadante de extrato de tecidos diluidas em BSA 1%
p/v.em PBS foram adicionas em duplicada (50uL/poco), e, entédo, incubadas por 18
horas a 4°C. Apés lavagem, foi adicionado anticorpo especifico biotinilado e, ap6s
incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente e nova lavagem, foi utilizada uma
solucéo de estreptavidina acoplada a enzima peroxidase, seguido de incubacéo por
20 minutos sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apos lavagem, a reacao foi
realizada pela adicdo de 50uL/poco do cromégeno OPD (Sigma) a 0,4mg/mL,
contendo H202 (0,2pL de uma solucdo a 30% v/v em cada mL de tamp&o) em tampéao
citrato (pH 5,0). A reacéo foi interrompida com H2SO4 a 1M e a absorbancia foi lida
em leitor de ELISA com filtro para comprimento de onda de 492nm (Status-
labsystems, multiskan RC, Uniscience do Brasil). Os dados foram expressos em
pg/mL ou pg/100mg de tecido de acordo com curva padrdo realizada nas mesmas

condicoes.

4.9 Analise histoldgica

O pulméo foi isolado e imerso em formol tamponado a 10% para fixacdo durante 48
horas. Em seguida, os tecidos foram desidratados e incluidos em blocos de parafina.
Cortes de 5 milimetros de espessura foram dispostos em laminas de microscopia e
coradas com Hematoxilina-Eosina (HE) para diferenciacdo de por¢cdes basofilas e
acidofilas e categorizacdo comparativa da inflamacdo. A andlise histopatologica foi
realizada apos o exame das laminas ao microscopio por um patologista experiente,
de forma cega ao desenho experimental. O escore histopatoldgico foi realizado com
base em Hovart JC et al., 2007 avaliando: a inflamac&o nas vias aéras e nos vasos -
0 (ausente) a 4 (grave); inflamacdo no parénquima - 0 (ausente) a 5 (muito grave); e
infiltrado de PMN - 0 (ausente) a 5 (muito grave). Sendo 0 o escore minimo e 14 o

escore maximo.
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4.10 Citometria de fluxo

Para a realizacdo da marcacao para citometria de fluxo, as células recuperadas no
lavado foram adicionadas em placas de 96 pogcos com fundo em U e, apés
centrifugacéo e descarte do sobrenadante, incubadas ao abrigo da luz a 4°C por 20
minutos com um mix de anticorpos contendo 0s seguintes anticorpos conjugados a
fluorocromos: anti-mouse CD45 (clone 30-F11, diluicdo 1:200), anti-mouse CD11b
(clone M1/70, diluicdo: 1:50), anti-mouse Ly6G (clone 1A8, diluicdo 1:, anti-mouse ),
F4/80 (clone BM8, diluicdo 1:100), anti-mouse CD206 (clone C068C2, diluicdo 1:100)
e anti-mouse CD11c (Cat. 03212-40-10 0O, diluicdo 1:50) . Apds a incubacéo, as
amostras foram lavadas com 150ul de PBS contendo 0,5% p/v de BSA e centrifugadas
por 10 minutos a 4° C a 400 x g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 200 pL de solucéo de fixacdo (formaldeido a 4% v/v em PBS) e
incubados por 20 minutos ao abrigo da luz a 4°C. Apés incubacéo, as amostras foram
novamente centrifugadas e lavadas com PBS. Em seguida, foi realizado a
permeabilizacdo das células para marcacao intracelular através da adi¢cdo de 200uL
do tampé&o de permeabilizacéo (eBioscience) e incubadas ao abrigo da luz a 4°C por
20 minutos. ApOs essa permeabilizacdo as amostras foram lavadas com tampéao de
permeabilizacdo e foi adicionado o anticorpo ndo conjugado rat-anti-mouse AhR
(clone W16012A, diluicdo: 1:100) por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida
as amostras foram lavadas com tampéo de permeabilizacdo e foi adicionado o
anticorpo anti-rat IgG conjugado a fluorocromos e incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente. As amostras foram lavadas e em seguida fixadas com
formaldeido a 4% v/v em PBS. As amostras foram adquiridas no citbmetro FACSCanto
Il (BD Biosciences) e analisadas no software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Na figura 8

demonstramos qual foi a estratégia de analise utilizada no trabalho.
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Figura 8- Estratégia para a andlise da citometria de fluxo: Primeiramente foi realizado o gate SSC-
AXFSC-A para a definicdo morfologica das células. Em seguida foi realizado o gate FSC-HxFSC-A para
a definicdo de células individualizadas e em seguida a populacdo de leucécitos através do gate de
CD45xFSC-A. O proximo passo da estratégia foi realizar os gates de células F4/80* e Ly6G*. Dentro
do gate de células Ly6G* foi realizado o gate Ly6Gx CD11b, onde células duplo positivas foram
consideradas neutrofilos. J& para a caracterizagdo dos macrofagos alveolares, foi analisado o gate
F4/80xCD11c dentro do gate de células F4/80*. Foi considerado macréfago alveolar, as células que
apresentaram dupla marcac¢éo para F4/80 e CD11c.

4.11 Avaliacao da producédo de ROS

Para a marcacédo de ROS, as células recuperadas do BAL foram incubadas em RPMI
1640 contendo 10% de FBS com 5 yM CellROX™ 31 Deep Red Reagent (Invitrogen)

a 37-C por 30 min. Em seguida, as células foram incubadas ao abrigo da luz a 4°C
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por 20 minutos com um mix de anticorpos contendo 0s seguintes anticorpos
conjugados a fluorocromos: anti-mouse CD45, anti-mouse CD11b, anti-mouse Ly6G,
anti-mouse F4/80 e anti-mouse CD11c. Apos a incubacao, as amostras foram lavadas
com 150pul de PBS contendo 0,5% p/v de BSA, centrifugadas por 10 minutos a 4° C a
400 x g e ressuspendidas em PBS. As amostras foram lidas e adquiridas no citdmetro

FACSCanto Il e analisadas no software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.12 Fagocitose de Pseudomonas aeruginosa por macrofagos alveolares in vivo

Para a realizacdo do ensaio de fagocitose in vivo, camundongos C57/BI6 WT, IDO1-
e AHR’ foram infectados com 107 UFC da linhagem PAOl1 de Pseudomonas
aeruginosa conforme o item 4.3 desta secdo. 2h apos a infec¢do, os camundongos
foram eutanasiados e o BAL coletado para a analise da fagocitose e avaliacdo da
expressdo de CD206 por citometria de fluxo, conforme o item 4.11 dessa secdo. Para
a avaliacdo da fagocitose, primeiramente foi realizado a contagem dos leucdcitos
presentes no BAL ao microscopio 6ptico. Em seguida, o citospin foi realizado contendo
1x10* células. Para a contagem dos macréfagos contendo bactérias internalizadas e
determinacdo do indice fagocitico, as laminas foram coradas pelo kit panético da
empresa RenyLab. Para o calculo do indice fagocitico, foi realizado a contagem de
macrofagos, macréfagos contendo bactérias internalizadas e o numero de bactérias

internalizadas em cada macrofago e em seguida o seguinte célculo foi realizado:

n° de bactérias internalizadas ) X ( n° de macrofagos com bactéria internalizadas)x 100

n° total de macréfagos contados n® total de macréfagos contados

indice fagocitico =(

4.13 Diferenciacdo de macrofagos derivados de medula (BMDM)

Para a obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs, do inglés Bone
Marrow Derived Macrophages), camundongos C57/BL6 selvagens (WT) e IDO17
foram eutanasiados por overdose de anestésico seguido de deslocamento cervical. O
fémur e a tibia de cada pata foram isolados e limpos de tecidos adjacentes para
subsequente lavagem com o meio de cultura DMEM com antibiético e sem qualquer
suplementacdo (DMEM 0%) para remocdo da medula 6ssea. Em seguida, a
suspensao contendo as ceélulas da medula 0ssea foi centrifugada a 400g por 10
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minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o remanescente (células)
ressuspendido. As células foram contadas em camara de Neubauer e cultivadas em
placas de Petri na concentracdo de 1x10° células/mL em volume total de 10 mL de
meio DMEM contendo 20% de soro fetal bovino (SFB), 30% de sobrenadante de
células L929 e 50ug/mL de gentamicina. O sobrenadante L929 deriva de uma
linhagem de células de fibroblastos de camundongos (L929) que produzem o fator
estimulador de colénias de macrofagos (M-CSF), um fator de crescimento que
desempenha papel critico na sobrevivéncia e diferenciacdo da linhagem de células
hematopoiéticas. As placas foram incubadas em estufa de células primarias em
camara de CO2 a 5% a 37°C, por um periodo total de 7 dias. A cada 48 horas foram
adicionados mais 5 mL de DMEM 20/30 em cada placa. Apés 7 dias de diferenciacéo,
as células foram removidas da placa de Petri utilizando-se um raspador de células de

plastico e adicionadas em placas de 96 pocos a uma concentragdo de 1x10° células

por pogo.
4.14 Extracdo de macrofagos alveolares

Primeiramente camundongos C57BL/6 WT e IDO17 foram anestesiados e
eutanasiados. Apés a eutandasia, a traqueia foi exposta e um cateter de polietileno de
1.7mm de didmetro externo foi inserido. A extracdo dos macrofagos alveolares foi
realizada pela instilacdo de 5 aliquotas de 1ml de PBS + 0,06mM EDTA. Apés a
remocao, foi realizado a contagem das células recuperadas e 1x10° células por poco
foram adicionadas em placas de 96 pocos. Antes da realizacdo dos experimentos foi
aguardado 24h para que as células aderissem ao fundo da placa.

4.15 Ensaio de fagocitose e killing da Pseudomonas aeruginosa

Para a realizagdo do ensaio de fagocitose e killing, macréfagos derivados de medula
O0ssea e macréfagos alveolares foram desafiados com Pseudomonas aeruginosa
(linhagem PAO1) na MOI de 10 por 30 minutos. Apoés esse tempo os macréfagos
foram incubados com 100 ug/ml de gentamicina por 15 minutos. Para a analise de
Killing, os macroéfagos derivados de medula foram incubados com gentamicina por 60
minutos e 0os macrofagos alveolares por 120 minutos. ApOs a incubagdo, foram
realizadas 3 lavagens com PBS1x. Em seguida, os macrofagos foram lisados com

0.1% v/v Triton X-100 in PBS. Dilui¢cdes seriadas do lisado foram semeadas em PIA
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(Pseudomonas isolation agar) e incubadas a 37°C por 24h em aerobiose. A fagocitose

e o killing foram determinados pela contagem de UFC.

4.16 Anélise estatistica

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparacdes estatisticas entre os varios grupos foram
feitas por ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-Keuls. Para comparacéo
entre dois grupos, quando necessario, foi utilizado o teste “t de Student”. Os resultados
foram apresentados como médiaterro padrdo médio ou como mediana. O nivel de
significAncia adotado foi de P<0,05. Para a realizacdo de todas as andlises, foi
utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).



54

5 RESULTADOS

5.1 O uso prolongado a um coquetel de antimicrobianos altera a microbiota

intestinal de camundongos:

Para o estabelecimento do modelo de disbiose, animais C57BL/6 receberam, por 14
dias, um coquetel de antimicrobianos na agua de beber. Como podemos observar, as
fezes de animais que receberam apenas agua apresentam uma grande quantidade
de bactérias aerobias totais (Fig.9A), bactérias produtoras de acido latico (Fig. 9B) e

enterobactérias (Fig. 9C), o que é caracteristico de uma microbiota intestinal saudavel.

Por outro lado, animais que receberam o coquetel de antimicrobianos apresentaram
uma reducao de todos esses grupos bacterianos (Fig. 9 A, B e C), demonstrando que
o protocolo de antibioticoterapia utilizado foi capaz de reduzir os grupos bacterianos

avaliados na microbiota intestinal.
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Figura 9- Camundongos que receberam o coquetel de antimicrobianos apresentam cargas
bacterianas reduzidas de diferentes grupos na microbiota fecal: Camundongos C57/BL6
receberam um coquetel de antimicrobianos por 14 dias. Apos o 14° dia, as fezes foram coletadas para

analise dos seguintes grupos bacterianos: bactérias aerébias totais (A), bactérias produtoras de acido
latico (B) e enterobactérias (C). A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student. *P<0,05

vs H20. N experimental: 5 a 8.

5.2 O uso de antimicrobianos induz alteragcdo do metabolismo de triptofano

Uma vez que a microbiota intestinal possui um papel importante no metabolismo de

triptofano (GAO et al., 2018), nosso proximo passo foi avaliar se 0 nosso protocolo de
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tratamento com antimicrobianos era capaz de alterar o metabolismo de triptofano no
hospedeiro. Através da cultura de bactérias fecais em meio liquido rico observamos
que as bactérias fecais de animais controle eram capazes de metabolizar o triptofano,
produzindo indol. No entanto, em animais que recebeam antimicrobianos, a producéo
de indol foi significativamente abolida (Fig.10A). Além disso, animais tratados com
antimicrobianos também apresentaram aumento dos niveis seéricos de triptofano
(Fig.10B) e reducao dos niveis de quinurenina (Fig.10C) quando comparados a
animais que receberam 4gua. Isso resultou em uma menor razao
quinurenina/triptofano no plasma de animais que receberam antimicrobianos,
indicando uma alteracdo da atividade de enzimas que convertem o triptofano a

quinurenina nesses animais.
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Figura 10- Camundongos que receberam antimicrobianos apresentam alteragdo do metabolismo
de triptofano: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento com
antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram eutanasiados e as fezes e soro foram coletados
para andlise da producéo de indol por bactérias da microbiota fecal (A), analise da concentracdo de

triptofano (B) e quinurenina (C) no soro, pela técnica de HPLC e célculo da razéo kin:trp (D). A andlise

estatistica foi realizada através do teste t de Student. *P<0,05 vs H20. N experimental: 5 a 6.
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5.3 Camundongos que receberam antimicrobianos s&o mais susceptiveis a

infeccéo por P. aeruginosa:

Enquanto camundongos que receberam &gua apresentaram 80% de taxa de
letalidade apés 7 dias frente a infeccdo pela linhagem PA103 (104 UFC),
camundongos que receberam antimicrobianos apresentaram 100% de letalidade 2
dias apos a infeccao (Fig. 11A). Além disso, 24h apds a infec¢do, camundongos que
receberam antimicrobianos apresentaram maior carga bacteriana no BAL (Fig. 11B) e

no pulméo (Fig. 11C) quando comparado a animais que receberam agua.
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Figura 11- Camundongos tratados com coquetel de antimicrobianos sdo mais susceptiveis a
infeccéo pelalinhagem PA103: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento
com antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via intranasal com 104
UFC da linhagem PA103 e foram acompanhados por 7 dias para analise da taxa de sobrevivéncia (A).
Um outro grupo de animais foi submetido ao mesmo protocolo, no entanto a eutanésia foi realizada 24h
apos a infecgdo para a analise da carga bacteriana no BAL (B) e no pulméao (C). A andlise estatistica

para a comparacdo das curvas de sobrevivéncia foi realizada através do teste Log-rank (Mantel-cox)
test (A). A analise estatistica foi realizada através do teste t de Student (B e C). *P<0,05 vs H20 no

mesmo tempo de infec¢do. N experimental: 5 a 6.

De maneira semelhante, apés a inoculagéo de 107 UFC da linhagem PAO1, animais
gue receberam agua apresentaram aproximadamente 50% de letalidade até 7 dias
pés-infecgdo, enquanto animais que receberam antimicrobianos apresentaram 100%
de letalidade até 48h apos a infeccéo (Fig. 12A). Corroborando com a maior taxa de
letalidade, animais que receberam antimicrobianos apresentaram maior carga

bacteriana no espaco alveolar (Fig. 12B) e no pulméo (Fig. 12C), 24h ap0s a infecgao.
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N&o foi observada diferenca entre os grupos 6h apés a infeccéo (Fig.12 B e C). Devido
a semelhanca dos resultados entre as duas linhagens diferentes, decidimos que 0s

demais experimentos seriam realizados apenas com a linhagem PAOL.
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Figura 12- Camundongos que receberam antimicrobianos sdo mais susceptiveis ainfeccéo pela
linhagem PAOLl: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento com
antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via com 107 UFC da linhagem
PAO1 e foram acompanhados por 7 dias para anéalise da taxa de sobrevivéncia (A). Um outro grupo de
animais foi submetido ao mesmo protocolo, no entanto a eutanasia foi realizada 6h ou 24h apés a
infecc@o para a andlise da carga bacteriana no BAL (A) e no pulméo (B). A analise estatistica para a

comparacéao das curvas de sobrevivéncia foi realizada através do teste Log-rank (Mantel-cox) test (A).
A andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student (B e C) *P<0,05 vs H.0O no mesmo

tempo de infeccdo. N experimental: 5 a 6. Em E e F, juncdo de 3 experimentos independentes com o

mesmo perfil.

24h apés a infeccdo com a linhagem PAQO1, animais que receberam &gua
apresentaram intenso infiltrado inflamatério para o pulmdo (Fig.13A), que foi
guantificado através do score inflamatorio (Fig.13B). De maneira interessante, animais
gue receberam o coquetel de antimicrobianos apresentaram um menor recrutamento
de células inflamatorias para o pulmao (Fig.13A), resultando em um menor score

(Fig.13B) quando comparado a animais infectados que receberam agua.
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Figura 13- Camundongos que receberam antimicrobianos apresentam menor infiltrado
inflamatério no pulméo: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento com
antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da
linhagem PAOL1 e 24h apds a infecgdo, a eutandsia foi realizada e os pulmdes foram coletados para a
andlise histolégica (representativo) (A), graduada em (B). A analise estatistica foi realizada através do
teste ANOVA one way ndo paramétrico seguida de pés-teste Dunn’s.*P<0,05 vs respectivo NI #P<0,05

vs H20. N experimental: 4 a 5.

Além disso, pudemos observar que tanto os animais que receberam agua quanto os
animais que receberam antimicrobianos infectados apresentaram aumento da
atividade da enzima mieloperoxidade (MPO), uma medida indireta do influxo de
neutréfilos para o pulméo, quando comparados a animais NI em ambos o0s tempos
analisados (Fig.14A). No entanto, nenhuma diferenca na atividade de MPO foi
observada entre animais infectados que receberam agua ou antimicrobianos. Ainda,
animais infectados que receberam &gua apresentaram importante influxo de
leucécitos (Fig. 14B) para o espaco alveolar 24 horas ap0s a infeccdo, sendo essas
células predominantemente neutréfilos (Fig.14C). Em animais que receberam
antimicrobianos, 24h apos a infecgdo, podemos observar um aumento de influxo de
leucdcitos para o espaco alveolar (Fig.14B), também com o predominio de neutréfilos
(Fig.14C). No entanto, de forma interessante, o influxo de neutréfilos para o pulméao

de animais que receberam antimicrobianos é significativamente menor do que o

observado em animais que receberam agua (Fig.14B e 14C).

NI 24h
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De maneira surpreendente, animais infectados que receberam agua apresentaram
uma maior contagem de células mononucleares (Fig.14D) que animais ndo infectados.
Fato que ndo ocorre em animais tratados com antimicrobianos (Fig.14D). Nenhuma
diferenca foi observada entre 0os grupos no tempo de 6h apos a infeccao.
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Figura 14- Camundongos que receberam antimicrobianos apresentam alteracdo da contagem
de leucécitos no espacgo alveolar apo6s infeccdo pulmonar por P. aeruginosa: Camundongos
C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento com antimicrobianos. Ao final do protocolo, os
animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAO1 e, 6h ou 24h apds a
infeccdo, a eutandsia foi realizada e o BAL e 0 pulmao coletados para quantificacéo da atividade da
enzima MPO no pulmado (A), contagem de leucécitos totais (B), polimorfonucleares (C) e
mononucleares (D) no BAL. A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida

de pos-teste Newman-Keuls. *P<0,05 vs NI #P<0,05 vs H20. N experimental: 8.

De maneira semelhante, ambos grupos de animais infectados apresentaram aumento
das concentracdes de CXCL1 e IL-1B no pulmado apdés 6h de infecgdo quando
comparado a animais NI (Fig.15A e 15B). No entanto, em animais que receberam
agua, as concentracdes das citocinas se mantiveram elevadas ap6s 24h de infeccéo
enquanto nos animais que receberam antimicrobiano as concentracfes dessas
citocinas foram reduzidos (Fig. 15A e 15B). Nado houve diferenca na concentracao de
TNF nos pulmdes de nenhum dos grupos avaliados (Fig. 15C). Em relacéo ao espaco
alveolar, podemos observar que animais que receberam agua ndo apresentaram
aumento nas concentragdes de IL-1B quando comparado a animais NI 6h P.I. No
entanto, nesse mesmo tempo animais que receberam antimicrobianos ja
apresentaram um aumento em relacdo ao seu grupo NI (Fig.15D). 24h P.I as
concentracdes de IL-1[ ja haviam retornado aos niveis basais em ambos 0s grupos
infectados (Fig.15D). Ademais, tanto os animais infectados que receberam agua
guanto os animais infectados que receberam antimicrobianos apresentaram aumento

das concentracbes de CXCL1 6h P.I (Fig.15E). No entanto, em animais infectados que
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receberam antimicrobianos esse aumento foi significativamente maior do que em
animais infectados que receberam agua (Fig.15E). 24h P.I em ambos 0s grupos
infectados as concentragcdes de CXCL1 ja retornaram aos niveis basais. Ambos os
grupos apresentam perfil similar de produgédo de TNF no BAL, com aumento dessa

citocina 6 horas apds a infeccéo e reducdo apos 24 horas de infeccao (Fig. 15F).
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Figura 15- Camundongos que receberam antimicrobianos apresentam alteracdo na
concentracgéo de citocinas frente a infec¢cdo pulmonar por P. aeruginosa: Camundongos C57/BL6
foram submetidos ao protocolo de tratamento com antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais
foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAO1 e, 6h ou 24h apoés a infeccao, a
eutanasia foi realizada e o BAL e pulméao foram coletados para a analise da producdo dos mediadores
inflamatérios IL-1p (A e D), CXCL1 (B e E) e TNF (C e F). A andlise estatistica foi realizada através do
teste ANOVA one way seguida de poés-teste Newman-Keuls. P<0,05 vs NI #P<0,05 vs H20. N
experiental:8.

Em seguida, pudemos observar in vivo que os macrofagos alveolares de animais
tratados com antimicrobianos apresentam uma menor capacidade de fagocitar P.
aeruginosa (Fig.16). Apds 2h de infeccdo com a linhagem PAO1, observamos que
animais que receberam agua e tratados com antimicrobianos apresentam a mesma
quantidade de leucocitos recuperados no BAL (Fig.16A). Vale ressaltar, que neste

tempo poés-infecgdo, a maioria das células recuperadas no BAL sdo macrofagos
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alveolares (dados ndo mostrados). No entanto, observamos que animais tratados
antimicrobianos apresentam menor porcentagem de macréfagos com bactérias

internalizadas (Fig.16B) e menor indice fagocitico (Fig.16C).
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Figura 16- Macréfagos alveolares de camundongos tratados com antimicrobianos apresentam
menor capacidade fagocitica de P. aeruginosa: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao
protocolo de tratamento com antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela
via intranasal com 107 UFC da linhagem PAOL e 2h ap6s a infeccdo, a eutanasia foi realizada e o BAL
coletados para a contagem de leucdcitos totais (A) e realizacdo do citospin para: contagem da

porcentagem de macréfagos com bactérias internalizadas (B) e calculo do indice fagocitico (C). A

andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student. * P<0,05 vs H20. N experimental: 6.

5.4 Neutréfilos de animais que receberam antimicrobianos apresentam menor

producéo de ROS:

Através da técnica de citometria de fluxo, pudemos observar que apos a infecgdo por
Pseudomonas aeruginosa ocorre uma alteracdo do perfil de células presentes no
espaco alveolar (Fig.17A). No painel 17A podemos observar que nos animais NI
encontramos um predominio de células F4/80* (99% macréfagos alveolares
F4/80"CD11c"), enquanto em animais infectados encontramos um predominio de
células Ly6G* (100% neutrofilos Ly6G*CD11b*). Além disso, indo de acordo com o
observado pela técnica de cistospin, tanto animais ndo tratados quanto animais
tratados com antimicrobianos apresentam um aumento no influxo de neutrofilos
(Ly6G*CD11b*) para o espago alveolar. No entanto, o influxo de neutrofilos em
animais que receberam antimicrobianos é significativamente menor do que em
animais nao tratados (Fig.17B). De maneira interessante, animais infectados que

receberam antimicrobianos apresentam uma reducéo significativa na porcentagem
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(Fig.17C) e no numero (Fig.17D) de neutréfilos ROS* quando comparados a animais
infectados que receberem agua. Além disso, o MFI da expressdo de ROS em
neutrofilos também estd drasticamente reduzida em animais que receberam
antimicrobianos (Fig.17E e 17F).
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Figura 17- HA menor quantidade de neutré6filos produtores de ROS nos pulmdes de animais que
receberam antimicrobianos e infectados com P. aeruginosa: Camundongos C57/BL6 foram
submetidos ao protocolo de tratamento com antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram
infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAO1 e 24h ap6s a infeccédo, a eutanasia foi
realizada e o BAL coletado para: avaliagdo do fenotipo celular por citometria de fluxo (A e B),
porcentagem de neutrofilos ROS* (C), numero absoluto de neutréfilos ROS* (D) e intensidade média de
fluorescéncia de ROS em neutrdfilos (E e F). A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA

one way seguida de poés-teste Newman-Keuls (B e C). A andlise estatistica foi realizada através do

teste t de Student (D e E).*P<0,05 vs NI #P<0,05 vs H20. N experimental: 4.
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5.5 Camundongos que receberam antimicrobianos apresentam maior atividade

da enzima IDO1 ap0s a infeccdo por Pseudomonas aeruginosa:

Além da alteracdo sérica do metabolismo de triptofano, observamos que animais
receberam antimicrobianos néo infectados apresentam um aumento na concentragao
de triptofano no pulmédo quando comparados a animais controle (Fig.18A). Ainda, a
infeccdo por P. aeruginosa em animais nao tratados e tratados com antimicrobianos
foi acompanhada do aumento da concentracédo de quinurenina no pulméo (Fig.18B).
De maneira interessante, animais infectados que receberam antimicrobianos
apresentaram uma maior concentracdo de quinurenina no pulmdo quando
comparados a animais nao tratados também infectados (Fig.18B). Nenhuma diferenca

foi observada nas concentracdes de acido quinurénico apos a infeccéo (Fig.18C).

Adicionalmente, camundongos infectados que receberam antimicrobianos
apresentam uma maior razdo kin:trp quando comparados a animais NI, indicando
maior atividade da IDO1, fenbmeno ndo observado em animais infectados que
receberam agua (Fig. 18D). Por outro lado, podemos observar que a infecgdo com P.
aeruginosa tanto em animais ndo tratados quanto em animais tratados com
antimicrobianos leva a uma reducéo da razdo Ackin:kin guando comparados a animais
NI, indicando uma reducéo da atividade da enzima quinurenina aminotranferase apés
a infeccdo (Fig.18E). Além disso, nenhuma diferenca foi observada na expressao da
enzima Idol apoés a infeccdo com Pseudomonas aeruginosa (Fig.18F).
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Figura 18- A infec¢c&o por Pseudomonas aeruginosa induz alteracdo metabolismo de triptofano
no pulmdo: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de tratamento com
antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da
linhagem PAO1 e 24h apds a infeccéo, a eutanasia foi realizada e o pulmao coletado para analise da
concentracao de triptofano (A), quinurenina (B) e acido quinurénico (C), pela técnica de HPLC e calculo
da raz&o kin:trp (D) e Ackin:kin (E). Além disso o pulmé&o foi coletado para a andlise da expresséo de
Idol por gPCR (F). A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de pés-

teste Newman-Keuls.*P<0,05 vs respectivo NI; #P<0,05 vs H20 24h. N experimental: 5 a 6.

O grupo de resultados demonstrados até o momento indica que o tratamento com
antimicrobianos leva a alteracdo da composicdo da microbiota, mudanca do
metabolismo de triptofano e interferéncia na resposta a infecgdo pulmonar por P.
aeruginosa. Em conjunto, esses dados comprovam a eficiéncia do tratamento com
antimicrobiano em induzir disbiose na microbiota intestinal. Dessa maneira, animais
que foram tratados com antimicrobianos passardo a ser tratados como animais

disbidticos, ao passo que animais que ndo foram tratados com antimicrobianos
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(receberam agua) passardo a ser referidos como animais eubidticos conforme

detalhado na tabela 1.

5.6 A auséncia da enzima IDO1 altera o perfil de susceptibilidade a infec¢&o por
P. aeruginosa de animais disbioticos:

Uma vez que animais disbiéticos apresentaram uma maior atividade da enzima IDO1,
buscamos avaliar o papel dessa enzima durante a infec¢do de animais disbiéticos com
P. aeruginosa. Como estratégia experimental para avaliar o papel da enzima IDO1 na
susceptibilidade de animais disbioticos frente a infeccdo, realizamos a inibicao
farmacolégica da enzima, utilizando a droga 1-metil-triptofano (1-MT). Como
demonstrado anteriormente, animais disbi6ticos que receberam o veiculo apresentam
aumento da carga bacteriana no BAL quando comparados a animais eubiéticos que
também receberam o veiculo (Fig.19A). No entanto, animais disbio6ticos tratados com
1-MT apresentaram carga bacteriana no espaco alveolar similar a animais eubioticos
também tratados com 1-MT (Fig.19A). Nao foi observada diferenca na carga
bacteriana no pulméo de animais disbidticos tratados ou ndo com a droga (Fig. 19B).
Além disso, camundongos eubidticos tratados com 1-MT apresentaram uma reducéo
da carga bacteriana no pulmédo quando comparados a animais eubioticos tratados
com o veiculo (Fig. 19B). Essa menor carga bacteriana em animais eubioticos tratados
com 1-MT foi associada a um maior influxo de neutréfilos para o espaco alveolar
guando comparado a animais eubiéticos tratados com o veiculo (Fig.19C e 19D).
Ainda, animais disbiéticos que receberam o veiculo apresentaram um menor

recrutamento de leucdcitos, mais especificamente, neutréfilos para o espaco alveolar.

No entanto, o tratamento com 1-MT néo foi capaz de restaurar o influxo de leucécitos
em animais disbioticos (Fig.19C e 19D). Nenhuma diferenca foi observada em relacao

ao numero de células monucleares entre os grupos (Fig.19D).
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Figura 19- A inibicdo farmacoldgica da enzima IDO1 interfere no controle da carga bacteriana no
BAL de animais disbiéticos infectados por P. aeruginosa: Camundongos C57BL/6 foram
submetidos ao protocolo de disbiose intestinal. Ao final do protocolo, os animais receberam, 1h antes
da infeccdo, 70mg/kg de 1-MT ou o veiculo, pela via intraperitoneal. Em seguida, os animais foram
infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAOQOL1 e, ap6s 24h, foram eutanasiados para
a coleta do BAL e do pulméo para a quantificacdo da carga bacteriana (A e B) e contagem total (C) e
diferencial (D-E) de leucécitos no BAL. A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one
way seguida de pos-teste Newman-Keuls. Carga bacteriana: *P<0,05 vs H20, #P<0,05 vs veiculo ATB,
& P<0,05; vs H20 1MT; Leucécitos: *P<0,05 vs NI, #P<0,05 veiculo agua infectado. N experimental 3
ab.

Outra estratégia experimental para avaliar o papel da enzima IDOl1 na
susceptibilidade de animais disbitticos frente a infeccdo foi o uso animais
deficientes para a enzima IDO1l. Como demonstrado anteriormente, 6h apds a
infec¢@o, animais WT eubidticos e dishidticos apresentam carga bacteriana similar no
BAL (Fig.20A) e no pulméo (Fig.20B). Neste mesmo tempo, nenhuma diferenca foi
observada entre a carga bacteriana de animais IDO1” durante a eubiose e a disbiose
(Fig.20A e 20B). De maneira interessante, animais IDO1- eubiéticos apresentam um
aumento no numero de leucdcitos, em sua maioria neutréfilos, recrutados para o

espaco alveolar quando comparados a animais WT eubidticos 6 horas pos-infeccéo
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(Fig.20C e 20D). No entanto, camundongos IDO17 dishiéticos apresentam um menor
recrutamento de leucdcitos e neutrofilos para o BAL quando comparados a animais

IDO17 eubidticos com 6 horas pés infecgdo (Fig.20C-D).

De maneira interessante, 24h apdés a infeccdo, animais IDO1” eubidticos
apresentaram menor carga bacteriana no pulméo quando comparados a animais WT
eubidticos (Fig.20B). No entanto, nenhuma alteragdo na carga bacteriana foi
observada no BAL (Fig.20A). Além disso, neste tempo, animais IDO1” eubidticos
também apresentaram aumento no recrutamento de leucécitos (Fig.20C) e de
neutroéfilos (Fig.20D) quando comparados a animais WT também eubioticos. Ao
submeter esses animais ao protocolo de disbiose, observamos que, diferentemente
de animais WT, animais IDO1” ndo apresentaram aumento na recuperacéo de carga
bacteriana no BAL (Fig. 20A). Ainda, camundongos IDO1” disbidticos né&o
apresentaram diminuicdo no influxo de leucdcitos (Fig.20C), fato que ocorre em
animais WT disbidticos 24h apds a infeccdo. Ademais, camundongos IDO1"
disbidticos apresentam um aumento no influxo de neutréfilos quando comparado a

animais WT também disbiéticos (Fig.20D).

Como descrito anteriormente, neutréfilos de animais WT disbibticos apresentam uma
reducdo na producdo de ROS 24h apds a infeccdo por P. aeruginosa (Fig.20E).
Apesar do maior controle da carga bacteriana ap6s a inducdo da dishiose em animais
IDO17-, observamos que tanto animais IDO1” eubidticos quanto disbiodticos
apresentam menor producdo de ROS quando comparados a animais WT (Fig.20E),
sugerindo, que esse ndo seria 0 mecanismo responsavel pelo controle da carga

bacteriana nesses animais.
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Figura 20- Camundongos IDO1” dishi6ticos apresentam maior recrutamento de neutréfilos e
menor carga bacteriana ap6s a infeccédo por P. aeruginosa: Camundongos WT e IDO1" foram
submetidos ao protocolo de disbiose. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via
intranasal com 107 UFC da linhagem PAOL e, ap6s 6h e 24h, foram eutanasiados para a coleta do BAL
e do pulméo para a quantificagcao da carga bacteriana (A e B) e contagem total de leucdcitos no BAL(C)
e guantificacdo do nimero de neutréfilos (D) e da produgdo de ROS por citometria de fluxo (E). A
andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de pos-teste Newman-Keuls.
Carga bacteriana: *p<0,05 vs H20, #p<0,05 vs ATB; Leucdcitos e ROS: *p<0,05 vs NI, #p<0,05 em
relacdo ao respectivo grupo eubidtico, &p<0,05 em relagdo ao grupo WT H20. A analise estatistica foi

realizada de forma tempo independente. N experimental: 4 a 6.

5.7 HaA maior ativacdo de AHR em animais disbiéticos infectados e o aumento da

expressdo de AHR durante a dishiose é dependente da enzima IDO1

Como descrito anteriormente, camundongos disbidticos infectados apresentam uma
diminuicdo do influxo de neutrdfilos para o espaco alveolar quando comparado a
animais eubiéticos (Fig.21A). No entanto, apesar de animais infectados apresentarem
aumento do recrutamento de neutréfilos, nenhuma diferengca é observada na

porcentagem de neutrofilos AHR* recrutados para o espaco alveolar (Fig.21B). Apesar
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disso, podemos observar que a infeccdo com PAO1 aumenta o niumero absoluto de
neutrofilos AHR* recrutados. Ainda, camundongos disbioticos apresentam um menor
influxo de neutrofilos AHR* quando comparados a animais eubidticos infectados
(Fig.21C).

No entanto, neutrofilos de camundongos disbidticos apresentam um aumento na MFI
de AHR (Fig.21D), indicando que os neutrdfilos de animais disbioticos apresentam
maior expressdo de AHR, que pode também ser observada pelos histogramas no
painel E da figura 20 (Fig.21E). Camundongos disbidticos apresentaram também
aumento da expressdo de Cypla2 quando comparado a animais disbidticos néo
infectados, um indicativo de que a atividade transcricional de AHR esta acentuada
nesses animais apos a infeccao (Fig.21F).

Uma vez que a expressado de AHR estava aumentada em neutrofilos de animais WT
disbidticos, nosso préximo passo foi avaliar como estaria a expressao de AHR em
animais deficientes para a enzima IDO1. De maneira interessante, camundongos
IDO17- dishidticos apresentam a expressdo de AHR similar ao observado em animais
IDO17 eubidticos. Ainda, a expressdo de AHR em neutréfilos no BAL de
camundongos IDO17 dishiéticos é significativamente menor quando comparado as
células no BAL de animais WT também disbiéticos (Fig.21G E Fig.21 H).
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Figura 21- Neutro6filos de camundongos disbidticos apresentam maior expressdao de AHR de
maneira dependente de IDO1: Camundongos C57/BL6 foram submetidos ao protocolo de disbiose
por antimicrobianos. Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC
da linhagem PAO1 e 24h ap0s a infecgdo, a eutanasia foi realizada e o pulmao e o BAL coletados para
realizacdo da citometria de fluxo de células recrutadas para o BAL para a quantificacdo do nimero total
de neutréfilos (A) porcentagem de neutréfilos AHR* (B) nimero de neutréfilos AHR* (C), MFI da
expressdo de AHR em neutréfilos (D) e confeccdo do histograma relativo a expressdo de AHR em
neutréfilos (E). Além disso, o pulm&o foi utilizado para extracdo de RNA e para analise da expressdo
do gene Cypla2 (F). Camundongos C57/BL6 WT e IDO1* foram submetidos ao mesmo protocolo de
disbiose e de infeccdo e 24h apls a infecgdo, a eutanasia foi realizada e o BAL coletado para a
guantificacdo da expressdo de AHR em neutréfilos por citometria de fluxo (G) e confeccdo do

histograma representativo (H). A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way
seguida de pés-teste Newman-Keuls (A-C, F e G). A andlise estatistica foi realizada através do teste t

de Student (D). *P<0,05 vs respectivo NI, # vs respectivo grupo eubiético, & vs WT disbiético. N
experimental: 4 a 7.
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5.7 A auséncia do receptor AHR alterou o perfil de susceptibilidade de animais

disbidticos ainfeccédo por P. aeruginosa:

Visto que animais disbidticos apresentam aumento na expressdo de AHR em
neutrofilos e que a enzima IDO1 cataboliza o triptofano em quinurenina, que é um
ligante de AHR, nosso proximo passo foi avaliar se a ativacdo do receptor AHR
durante o processo de dishiose era importante para o perfil de susceptibilidade desses
animais. Animais disbi6ticos que receberam veiculo apresentaram aumento da carga
bacteriana no BAL e no pulméo quando comparados com animais eubidticos também
tratados com o veiculo (Fig. 22A e 22B). De maneira interessante, nenhuma diferenca
foi observada entre animais eubidticos e disbioticos que receberam o antagonista
seletivo de AHR (CH223191) (Fig. 22A e 22B). Em relacéo ao influxo de leucécitos,
animais dishiéticos que receberam o veiculo apresentaram uma reducao do influxo de
leucdcitos para o BAL quando comparado a animais eubiéticos (Fig. 22C). De maneira
oposta, podemos observar que animais eubiéticos que receberam o antagonista CH
apresentaram uma reducéo no influxo de leucdcitos para o BAL quando comparado a
animais eubidticos que receberam o veiculo (Fig. 22C). No entanto, nenhuma
diferenca foi observada entre animais eubidticos e disbioticos que receberam o

antagonista (Fig. 22C).
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Figura 22- O receptor AHR interfere no controle da carga bacteriana em animais disbi6ticos
infectados por P. aeruginosa: Camundongos C57BL/6 foram submetidos ao protocolo de disbiose
intestinal. Ao final do protocolo, os animais receberam, 1h antes da infec¢éo, 10 mg/kg do antagonista
de AHR CH223191 ou o veiculo, pela via subcutanea. Em seguida, os animais foram infectados pela
via intranasal com 107 UFC da linhagem PAOL1 e, ap6s 24h, foram eutanasiados para a coleta do BAL

e do pulmé&o para a quantificacdo da carga bacteriana (A e B) e contagem total (C) de leucdcitos no
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BAL. A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de pés-teste Newman-
Keuls. Graficos de CFU: *P<0,05 vs H20 veiculo, #P<0,05 vs ATB veiculo. Grafico de leucdcitos:
*P<0,05 vs NI, #P<0,05 vs H20, &P<0,05 vs H20 veiculo. N experimental: 9.

Outra estratégia para avaliar o papel do receptor AHR no controle da carga bacteriana
durante a disbiose foi 0 uso de animais deficiente para AHR. Podemos observar que
animais AHR”- eubidticos apresentam menor carga bacteriana no BAL (Fig.23A) e no
pulméo (Fig.23B) quando comparados a animais WT eubidticos. A menor carga
bacteriana em animais AHR” eubidticos foi acompanhada do aumento do
recrutamento de leucécitos para o espaco alveolar (Fig.23C). Além disso, animais WT
e AHR" disbidticos apresentaram aumento da carga bacteriana no BAL (Fig.23A) e
no pulméo (Fig.23B) quando comparado a animais eubidticos. No entanto, a carga
bacteriana recuperada no pulméao de animais AHR" disbidticos foi significativamente
menor do que a recuperada em animais WT disbiéticos, demonstrando que a auséncia

do receptor AHR acentua o controle da carga bacteriana mesmo ap0s a inducdo da

disbiose.
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Figura 23- Animais AHR™ disbidticos apresentam menor carga bacteriana no pulméao:
Camundongos WT e AHR foram submetidos ao protocolo de disbiose. Ao final do protocolo, os
animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAOL1 e, ap6s 24h, foram
eutanasiados para a coleta do BAL e do pulmé&o para a quantificacdo da carga bacteriana (A e B) e
contagem total de leucécitos no BAL (C). A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA
one way seguida de pés-teste Newman-Keuls. *P<0,05 vs H20, #P<0,05 vs WT H20, & P<0,05 vs WT
H20. N experimental: 5 a 6.
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5.8 A auséncia da enzima IDO1 e do receptor AHR alterou a fagocitose de P.

aeruginosa por macrofagos alveolares in vivo:

Como demonstrado anteriormente, a inducdo da disbiose em animais WT foi
associada a uma menor capacidade fagocitica da P. aeruginosa por macrofagos
alveolares in vivo. Assim, nosso proximo passo foi avaliar se a melhor capacidade de
controlar a carga bacteriana durante a disbiose em animais IDO17- e AHR” estava
associada a reversdo do prejuizo na capacidade fagocitica dos macrofagos
alveolares. Como podemos observar, macréfagos de animais IDO1” e AHR'
eubidticos apresentam maior indice fagocitico quando comparados a células de
animais WT também eubidticos (Fig.24A). Além disso, em animais IDO1”- eubidticos,
0 aumento da capacidade fagocitica dos macrofagos foi associado a um aumento na
porcentagem de macréfagos alveolares com alta expressdo de CD206 (Fig.24B) e
aumento no MFI de CD206 (Fig.24C) quando comparados as células de animais IDO1"
" ndo infectados. Ainda, podemos observar que enquanto em animais WT a inducéo
da disbiose foi acompanhada de uma reducdo da capacidade fagocitica por
macréfagos alveolares, células de animais IDO17 disbidticos apresentam capacidade
fagocitica similar aos macréfagos de animais IDO17- eubidticos e superior a animais
WT disbidticos (Fig.24A). Ademais, apesar de animais AHR’ disbioticos
apresentarem uma reducdo da capacidade fagocitica quando comparado a animais
AHR eubidticos, a capacidade fagocitica de células de animais AHR disbidticos é
significativamente superior a de células de animais WT disbhiéticos (Fig.24A). Ainda,
podemos observar que animais IDO1” disbidticos apresentam aumento na
porcentagem de macrofagos com alta expressdao de CD206 e do MFI de CD206
quando comparado a de macréfagos de animais IDO1”7- ndo infectados. No entanto,
nenhuma diferenca foi observada na expressdo de CD206 em macrofagos de
camundongos WT e AHR7(Fig.24B e 24C). Vale ressaltar que neste tempo de
infec¢@o todos os grupos apresentam a mesma quantidade de leucocitos no espaco

alveolar (dados nado mostrados).
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Figura 24- Macrofagos alveolares de animais IDO1” e AHR™ disbiéticos apresentam maior
capacidade fagocitica: Camundongos WT, IDO1"-e AHR-foram submetidos ao protocolo de disbiose.
Ao final do protocolo, os animais foram infectados pela via intranasal com 107 UFC da linhagem PAO1
e, apo6s 2h apds a infeccéo, foram eutanasiados para a coleta do BAL para a realizagao do citospin e
contagem do numero de macréfagos contendo bactérias internalizadas, para o calculo do indice
fagocitico (A). As células do BAL foram utilizadas para analise da expressao de CD206 em macréfagos
alveolares (B e C). A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de pés-
teste Newman-Keuls: *P<0,05 vs WT H20, #P<0,05 vs respectivo grupo H20, & P<0,05 vs WT ATB.

5.9 A presenca de altas concentragcfes de quinurenina interfere na capacidade

fagocitica da P. aeruginosa por macroéfagos:

Nosso proximo passo foi avaliar como estava a capacidade fagocitica de macrofagos
na auséncia da enzima IDOL in vitro. Para isso, usamos dois modelos experimentais:
macrofagos alveolares e macréfagos derivados de medula (BMDM). Nos graficos A e
B da figura 25 podemos observar que macrofagos alveolares de animais IDO1-
apresentam uma maior fagocitose e atividade de killing da P. aeruginosa quando

comparados a macréfagos alveolares de animais WT.
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Figura 25 - Macrofagos alveolares deficientes para a enzima IDO1 apresentam maior capacidade
de fagocitar e matar a P. aeruginosa: Macré6fagos alveolares de animais WT e IDO1- foram retirados
e plagueados em placas de 96 pocos para a realizacdo do ensaio de fagocitose e killing para a
determmiacdo do CFU de P. aeruginosa fagocitada (A) e porcentagem de killing (B). A andlise

estatistica foi realizada através do teste t de Student. *P<0,05 vs WT. N experimental: 5a 7.

De maneira similar ao que ocorreu com macréfagos alveolares, macréfagos derivados
de medula de animais IDO17 apresentam uma maior fagocitose e capacidade de
killing quando comparados a macréfagos derivados da medula de animais WT
(Fig.26A e Fig.26B). Como obtivemos resultados similares com os dois modelos

experimentais, nossos proximos experimentos foram realizados utilizando-se BMDMs.
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Figura 26- Macrdéfagos derivados de medula 6ssea deficientes para a enzima IDO1 apresentam

maior capacidade de fagocitar e matar a P. aeruginosa: Células da medula 6ssea de animais WT e
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IDO1" foram coletadas e diferenciadas em macréfagos por 8 dias. No sétimo dia de diferenciacéo, o
ensaio de fagocitose foi realizado para a contagem de macrofagos com bactérias fagocitadas (A),

determinacéo do CFU de P. aeruginosa fagocitada (B) e porcentagem de killing (C). A analise estatistica

foi realizada através do teste t de Student. *P<0,05 vs WT. N experimental: 4 a 5.

A enzima IDOL1 é a enzima responsavel por metabolizar o triptofano em quinurenina.
Uma vez que a auséncia da enzima IDO1 acentuou a capacidade de macréfagos de
fagocitarem a P. aeruginosa in vivo e in vitro, nosso proximo passo foi avaliar se a
presenca de quinurenina é prejudicial para a fagocitose da P. aeruginosa por
macrofagos in vitro. Como podemos observar, o tratamento das células com 5uM de
quinurenina ndo alterou a capacidade de macrofagos derivados de medula de
fagocitar (Fig.26A) e matar (Fig.26B) a P. aeruginosa. No entanto, o tratamento com
50uM foi capaz de alterar significativamente a capacidade dos macréfagos de
fagocitar (Fig.26A) e matar (Fig.26B) a P. aeruginosa. E importante ressaltar que

nenhum dos tratamentos foram capazes de alterar a viabilidade das células (Fig.26C).
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Figura 27- O tratamento de macr6fagos com quinurenina foi capaz de reduzir a capacidade de
macrofagos de fagocitar e matar P. aeruginosa: Células da medula dssea de animais WT e IDO1"
foram coletadas e diferenciadas em macréfagos por 8 dias. 1h antes do ensaios, os macréfagos
receberam um tratamento com quinurenina nas concentracdes de 5 ou 50uM. Apés 1h de tratamento
0s ensaios de fagocitose e Kkilling foram realizados para determinacdo do CFU de P. aeruginosa
fagocitada (A), porcentagem de killing (B) e teste de viabilidade celular pela técnica de MTT (C).*P<0,05
vs veiculo. A analise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de pds-teste

Newman-Keuls. N experimental: 5.
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5.10 O tratamento prévio com guinurenina leva ao aumento da carga bacteriana

em animais eubioticos:

Para avaliar o papel do aumento da concentragdo de quinurenina no curso da infeccéo
com Pseudomonas aeruginosa, tratamos animais eubidticos com quinurenina antes
da infeccdo. Animais eubidticos que receberam o tratamento com quinurenina
apresentaram aumento na carga bacteriana no BAL quando comparado a animais que
receberam o veiculo (Fig.28A). No entanto, o excesso de quinurenina néo foi capaz
de alterar a carga bacteriana no pulméo (Fig.28B). Alem disso, animais que receberam
quinurenina apresentaram um menor recrutamento de leucdcitos (Fig.28C), mais
especificamente PMN (Fig.28D) no espaco alveolar quando comparado a animais que

receberam o veiculo.
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Figura 28- Animais que receberam quinurenina antes da infeccdo apresentam aumento da carga
bacteriana: Camundongos C57BL/6 receberam, 1h antes da infec¢éo, 25 mg/kg de quinurenina ou o
veiculo, pela via intraperitoneal. Em seguida, os animais foram infectados pela via intranasal com 107

UFC da linhagem PAOL e, apos 24h, foram eutanasiados para a coleta do BAL e do pulmao para a
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quantificacdo da carga bacteriana (A e B) e contagem leucécitos totais (C) e de polimorfonucleares (D)
no BAL. A andlise estatistica foi realizada através do teste ANOVA one way seguida de poés-teste
Newman-Keuls. Graficos de CFU: #P<0,05 vs veiculo. Gréfico de leucdcitos: *P<0,05 vs NI, #P<0,05

vs infectado tratado com veiculo. N experimental: 4-6.
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6 DISCUSSAO

O estudo do eixo intestino-pulm&o vem sendo explorado ao longo dos anos,
demonstrando o papel importante da microbiota intestinal na imunidade pulmonar.
Dessa forma, tem sido demostrado que alteracdes da composicdo da microbiota
intestinal perturbam a relagdo microbiota-hospedeiro, levando a alteragbes da
resposta imune e fazendo com que o hospedeiro seja mais susceptivel a doencas
inflamatorias e infecciosas (DANG; MARSLAND, 2019). No presente trabalho,
demonstramos que a disbiose da microbiota intestinal induzida por administracdo de
antimicrobianos aumenta a susceptibilidade de camundongos a infec¢ao pulmonar por
Pseudomonas aeruginosa por alterar de forma significativa a resposta inflamatoria do
hospedeiro ao insulto infeccioso. Essa alteracdo da resposta inflamatoria foi
decorrente do desbalanco no metabolismo de triptofano, levando ao acumulo de
quinurenina no pulmao e aumento da expressao e ativacdo do receptor AHR. Além
disso, demonstramos que a enzima IDO1 e o receptor AHR participam do controle da
carga bacteriana de animais disbidticos, em parte, por controlar a capacidade de
macrofagos alveolares de fagocitar a P. aeruginosa. Ainda, demonstramos que a
enzima IDO1 parece interferir na fagocitose da bactéria por controlar negativamente

a expressao do receptor fagocitico CD206.

Primeiramente, demonstramos que a disbiose induzida por antimicrobianos foi capaz
de alterar o metabolismo de triptofano tanto pela microbiota intestinal quanto pelo
hospedeiro. J& estd bem demonstrado na literatura que a microbiota intestinal pode
modular diretamente e indiretamente o metabolismo enddgeno do hospedeiro.
Animais isentos de germe apresentam altos niveis circulantes de triptofano e baixos
niveis de quinurenina e serotonina (GAO, J. et al., 2018; GETSELTER; KOREN;
ELLIOTT, 2019). No nosso modelo de disbiose, observamos que o uso de
antimicrobianos reduziu a carga de bactérias importantes para o metabolismo de
triptofano, como enterobactérias e bactérias produtoras de acido latico, o que poderia
justificar o porqué do aumento dos niveis séricos de triptofano. Ainda, pela diminuicao
dos niveis séricos de quinurenina em animais disbioticos pode-se inferir uma baixa

atividade da enzima IDO1. Corroborando os nossos resultados, estudos anteriores
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demonstram que células epiteliais intestinais expressam grande quantidade da
enzima IDO1, sendo essa expressdao foi controlada de forma dependente da
microbiota intestinal (GAO, J. et al., 2018). Sendo assim, esses trés eventos podem
colaborar para o0 aumento das concentracdes circulantes de Triptofano observado nos

animais disbioticos.

Uma vez caracterizado o modelo de disbiose, nosso proximo passo foi avaliar como
esse processo interfere no curso da infecgcdo pulmonar por P. aeruginosa. A maior
susceptibilidade de animais disbidticos frente a infeccdo por P. aeruginosa foi
associada a um aumento da carga bacteriana no espaco alveolar e no pulmao. De
maneira semelhante, Robak e colaboradores (2018) demonstraram que a deplecao
da microbiota por uso de antimicrobianos induziu uma maior letalidade frente a
infeccdo pela linhagem PA103, associada a maior carga bacteriana tanto no pulmao
guanto no espaco broncoalveolar. Tsay et al., 2019 também demonstraram que o uso
prévio de antimicrobianos era capaz de aumentar a carga bacteriana no pulméao de
camundongos infectados com a P. aeruginosa. Além disso, Khan e colaboradores
2019 demonstraram que a disbiose intestinal por uso de antimicrobianos alterou
também o perfil de susceptibilidade de camundongos frente a infec¢cdo por
Mycobacterium tuberculosis, levando ao aumento da carga bacteriana no pulméo e

no baco.

De forma interessante, a infeccdo de camundongos disbiéticos foi acompanhada de
um menor recrutamento de neutroéfilos para o espaco alveolar e de reduzido infiltrado
inflamatério para o pulmdo conforme avaliado pela analise histolégica. Ainda,
demonstramos que animais dishiéticos infectados apresentam atividade da enzima
MPO similar a animais eubioticos. Esses dados a principio sdo conflitantes, no
entanto, apesar da medicdo da atividade da enzima MPO poder ser usado como um
indicio do influxo de neutréfilos (SOUZA et al., 2001), a enzima MPO & liberada apés
a ativacdo do neutrofilo, durante a sua degranulacéo, sendo também um indicio do
estado de ativacdo celular (FRANCK et al., 2021). Em conjunto, esses dados indicam
que apesar de animais disbibticos apresentarem uma reducéo do influxo de neutrofilos

para o pulméo, a disbiose ndo altera a ativacao do neutrofilo nesse sitio.
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Os neutrdfilos sdo pecas fundamentais para a eliminacédo da P. aeruginosa. RYU et
al., 2017 demonstraram que a administracdo de um anticorpo anti-Ly6G, que resulta
na deplecdo de neutréfilos, resultou em aumento da carga bacteriana e lesdo
pulmonar de animais infectados por P. aeruginosa. Uma vez recrutado para o sitio
infeccioso, os neutrofilos realizaréo a liberagcdo de substancias bactericidas como
serina-proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que serao responsaveis
pela eliminag&o bacteriana (LAVOIE et al., 2012 e GONCALVES-DE ALBUQUERQUE
et al., 2015).

Demonstramos que animais disbidticos apresentaram uma diminuicdo na producéo
de ROS por neutrofilos no espaco alveolar, o que pode justificar, pelo menos em parte,
0 menor controle da carga bacteriana nestes animais. De fato, as ROS séo
importantes para a morte da bactéria e controle da carga bacteriana in vivo. Neutrofilos
de camundongos NOX27, que ndo apresentam a NADPH-oxidase 2 e por isso menor
producdo de superoxido, apresentaram uma menor capacidade de matar a
Pseudomonas aeruginosa. Ainda, camundongos NOX2” apresentaram uma maior
carga bacteriana no BAL e no pulmao, o que resultou em uma maior letalidade apos
a infeccdo com Pseudomonas aeruginosa (RYU et al., 2017). Além disso, dados nao
publicados do nosso grupo de pesquisa demonstram que animais GP91phox”, um
componente do complexo da NADPHoxidase 2, também sdo mais susceptiveis a
infeccéo por P. aeruginosa. Em conjunto, esses achados demonstram que a producao
de ROS é essencial para o controle da Pseudomonas aeruginosa (ARIFA, R.D.N;
SOUZA, D.G em preparacéo).

Os macrofagos alveolares séo a primeira linha de
defesa contra a infec¢cdo pulmonar por microrganismos, incluindo a Pseudomonas
aeruginosa (LAVOIE et al., 2011). A microbiota intestinal tem se mostrado essencial
na primagem e ativagao dessas células, impactando de forma significativa na sua
capacidade fagocitica (ENAUD et al., 2020). Assim, diversos trabalhos tem
demonstrado que a modulagdo da microbiota pelo uso de antimicrobianos, afeta de
forma significativa a fagocitose de microrganismos por macréfagos alveolares (KHAN
et al., 2019; TSAY et al., 2018; TSAY; CHEN; CHEN, 2019; WU et al., 2014). O uso
de antimicrobianos por 6 dias ja foi capaz de alterar a capacidade fagocitica da P.
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aeruginosa por macrofagos alveolares em dois modelos diferentes de infeccdo
pulmonar (TSAY et al., 2018; TSAY; CHEN; CHEN, 2019). Indo de acordo com o
descrito na literatura, demonstramos que o0 uso prolongado (14 dias) de
antimicrobianos induziu uma menor fagocitose da P. aeruginosa por macrofagos
alveolares. Além do papel importante no killing da bactéria, o reconhecimento e
fagocitose da P. aeruginosa por macrofagos alveolares é importante para a secrecéo
de citocinas e quimiocinas, como IL-13 e CXCL1, responséveis pelo recrutamento de
neutréfilos para o sitio infeccioso (LAVOIE et al.,, 2011). Dessa forma, a menor
fagocitose da P. aeruginosa por macrofagos alveolares de animais disbioticos pode
contribuir para a menor producdo de citocinas e menor recrutamento de neutroéfilos

para os alvéolos em animais disbiéticos 24h apos a infeccgéo.

A enzima IDOL1 é expressa em células dendriticas e macrofagos e sua expressao é
altamente regulada em ambientes inflamatorios, uma vez que mediadores
inflamatérios como interferons do tipo | e Il, TNF, bem como componentes
microbianos, como o LPS, séo fortes indutores da sua expressao (AMOBI et al., 2017,
MELLOR et al.,, 2017). A infec¢cdo por diversos microrganismos, como 0 Virus
influenza A e as bactérias Chlamydia muridarium, Chlamydia pneumoniae e
Mycobacterium tuberculosis induzem um aumento da atividade da enzima IDO1,
levando ao acumulo de quinurenina no sitio infeccioso (COLLINS et al., 2020; HUANG
et al.,, 2013; LIN; LIN; YEH, 2020; VIROK et al.,, 2019). De maneira semelhante,
demonstramos que a infec¢cdo por Pseudomonas aeruginosa induz acumulo de
quinurenina no pulméo e que esse acumulo é ainda maior em animais disbiéticos.
Ainda, observamos uma maior atividade da enzima IDO1 nesses animais e uma
queda da atividade da enzima quinurenina aminotranferase, que esta a jusante na via
das quinureninas, o que sugere um outro evento envolvido no acumulo de quinurenina

nesses animais.

Corroborando com a nossa hipdtese, demonstramos que a enzima IDO1 parece
exercer papel importante no descontrole da carga bacteriana apés a infeccéo por P.
aeruginosa. Usando duas diferentes estratégias experimentais, inibicdo farmacologica
e uso de camundongos geneticamente modificados, demonstramos que a auséncia

da enzima acentuou o controle da carga bacteriana pulmonar durante a eubiose e a



83

disbiose. A IDO1 apresenta importante papel na modulacdo da resposta inflamatéria,
funcionando principalmente como imunossupressor. Dentre essas funcdes, podemos
destacar diferenciacdo de células T CD4* em células Treg bem como sua ativacao,
fazendo com que essa enzima tenha papel importante na autoimunidade e na
resposta imune ao cancer (AMOBI et al., 2017; MBONGUE et al., 2015). Além dessas
doencas, a enzima também possui papel importante em doencas infecciosas. Tem
sido descrito que o virus do HIV induz a expresséo de IDO1 para impedir as fungdes
pro-inflamatérias de células T CD4*, estimulando assim respostas imunossupressoras
por células Treg. Além disso, o virus Epstein-Barr induz a expressao de IDO1 em
carcinoma para fornecer um ambiente imunossupressor para facilitar a infeccéo
(MBONG et al., 2015). Ainda, animais deficientes para a enzima IDO1 se mostraram
mais resistentes a infeccdo pelo virus influenza A (LIN; LIN; YEH, 2020) e a inibicdo
farmacoldgica da enzima IDO1 resultou no melhor controle da carga bacteriana e nos
sinais clinicos da doenca em um modelo de infeccdo pulmonar por Mycobacterium
turbeculosis (GAUTAM et al., 2018). Até hoje na literatura percebemos que os
diversos mecanismos descritos para a acdao da IDO1 na imunossupressao se dao
através de mecanismos envolvidos na imunidade ligada a células T, no entanto, no
presente trabalho, demostramos que a auséncia da enzima IDO1 resultou em um
maior recrutamento de neutrofilos para o sitio bacteriano durante a eubiose e a
disbiose. No entanto, mais experimentos sdo necessarios para entender melhor quais
0S mecanismos podem estar envolvidos no restabelecimento no maior influxo de

neutréfilos para o sitio infeccioso em animais IDO1-.

Ja esta bem descrito na literatura que produtos derivados da Pseudomonas
aeruginosa podem levar a ativacdo do receptor AHR. A infeccdo por Pseudomonas
aeruginosa induziu um aumento da expressao de Cyplal, uma enzima induzida pela
ativacdo de AHR, em células do BAL 8h apoés a infeccdo (MOURA-ALVES et al.,
2014). No entanto, no nosso modelo s6 observamos aumento na expressdo de
Cypla2 em animais disbiéticos, sugerindo que o receptor AHR esta mais ativo nesses
animais. De maneira interessante, enquanto animais WT disbi6ticos apresentaram
aumento da expressao de AHR em neutroéfilos, animais disbiéticos deficientes para

IDO1 apresentaram a expresséao similar a animais IDO1”- eubiéticos. No entanto, mais



84

experimentos serdo necessarios para demonstrar que animais IDO1” dishiéticos

apresentam também menor ativacéo do receptor AHR.

Essa diferenca no perfil de expressédo de AHR em animais IDO1- disbiéticos nos levou
a criar a hipotese de que o receptor AHR poderia estar envolvido no descontrole da
carga bacteriana em animais disbioticos. Além disso, a quinurenina, que esta
aumentada em animais disbiéticos, € um dos ligantes enddégenos do AHR. De fato, a
inibicdo farmacolégica do receptor AHR em animais disbioticos reverteu o aumento
da carga bacteriana no pulméo de animais infectados induzido pela antibioticoterapia.
Através do uso de animais geneticamente modificados, demonstramos que animais
AHR”- apresentaram menor carga bacteriana no pulmé&o apés a dishiose. Além disso,
demonstramos que, durante a eubiose, camundongos deficientes para o receptor AHR
apresentaram menor carga bacteriana no pulméo e no BAL quando infectados pela
Pseudomonas aeruginosa. De maneira oposta, Moura-Alves et al., 2014
demonstraram de maneira elegante que os pigmentos da P. aeruginosa, piocianina e
pioquelina, eram capazes de ativarem o receptor AHR do hospedeiro e que esse
receptor seria crucial para a defesa do hospedeiro frente a infeccdo. A auséncia do
receptor AHR resultou em aumento da carga bacteriana no pulm&o, menor
recrutamento de neutrofilos para o pulméo e para o espaco alveolar e menor liberacao
das quimiocinas CXCL1 e CXCL2 (MOURA-ALVES et al., 2014).

Apesar de controlar melhor 0 aumento da carga bacteriana, percebemos que animais
AHR disbiédticos ainda apresentaram um menor recrutamento de leucocitos para o
espaco alveolar, o que sugere que o restabelecimento do recrutamento de leucocitos
nao seria determinante para reducdo da carga bacteriana pulmonar no contexto
estudado. De maneira surpreendente, demonstramos que macréfagos alveolares de
animais IDO1”- e AHR”-fagocitam mais que animais WT durante a eubiose e disbiose,
0 que poderia explicar a menor carga bacteriana encontrada nesses animais. Ainda,
através do uso de duas diferentes linhagens de macrofagos em experimentos in vitro,
demonstramos que a auséncia da enzima IDO1 resultou em uma maior fagocitose e
killing da Pseudomonas aeruginosa e que a exposi¢cao a elevadas concentracdes de
quinurenina impactou de forma negativa a fagocitose e o killing da bactéria por BMDM.

Por fim, demonstramos que o excesso de quinurenina in vivo levou a um descontrole
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da carga bacteriana e diminuicdo do recrutamento de neutrofilos. Esses dados, em
conjunto, reforcam a hipétese de que o0 excesso de quinurenina pode ser o
responsavel pela menor fagocitose da P. aeruginosa e descontrole da carga

bacteriana em animais disbioticos.

Corroborando essa hipdtese, um estudo demonstrou que a maior expressao de
Cyplal, enzima induzida pela ativacdo de AHR, foi relacionada com a menor
capacidade fagocitica da bactéria Escherichia coli (TIAN et al., 2020). De maneira
similar, um estudo demonstrou que o uso de um agonista de AHR foi capaz de alterar
a expressao de Cyplal e diminuir a capacidade de internalizac&do da bactéria Listeria
monocytogenes em hepatocitos (SHI et al.,, 2009). Um outro estudo recente
demonstrou que a inibicdo da enzima quinolato fosforibosiltransferase, o Gltimo passo
da via das quinureninas para a producdo de NAD®*, diminuiu a capacidade de
macrofagos de fagocitar a bactéria E. coli (MINHAS et al., 2019). Assim, a quinurenina
poderia inibir a fagocitose ao induzir a expressao de enzimas do complexo Cypl ou
por servir como precursora dos metabdlitos da via de sintese de NAD™.

O receptor CD206 é um receptor de manose que é abundantemente expresso em
macrofagos alveolares e em macrofagos derivados de mondcitos. O receptor CD206
esta envolvido no reconhecimento de uma série de microrganismos, sendo implicado
na fagocitose e endocitose dos mesmos (AZAD et al.,2014). No presente trabalho,
demonstramos que a enzima IDO1 parece regular negativamente a expressao de
CD206, o que indica uma interferéncia no reconhecimento da Pseudomonas
aeruginosa pelos macréfagos alveolares. O aumento da expressdo de CD206 em
animais IDO17 pode estar implicado na maior fagocitose da bactéria encontrada nos

NOSSOS expe rimentos.

O sucesso de uma infeccéo acontece por uma juncao da falha da imunidade inata do
hospedeiro e por fatores da bactéria que seriam capazes de escapar do sistema imune
do hospedeiro. Como descrito anteriormente, a P. aeruginosa é uma bactéria capaz
de metabolizar o triptofano gerando a quinurenina, que ira levar a sintese de
antranilato e quinolonas, duas moléculas sinalizadoras de quorum importantes na

regulacdo de diversos fatores de viruléncia. De maneira interessante, um estudo
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demonstrou que a producdo de quinurenina pela P. aeruginosa funciona como um
eliminador da producdo de ROS, fazendo com que a bactéria consiga escapar do
killing de neutréfilos (GENESTET et al., 2014). Dessa forma, um excesso de
quinurenina no hospedeiro, além de ter agdo na reposta imune do hospedeiro, poderia
também tornar o ambiente mais favoravel para a permanéncia da bactéria e a torna-
la mais virulenta. No entanto, essa premissa ainda precisa ser testada

experimentalmente.
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7 CONCLUSAO

Através do presente trabalho podemos inferir as seguintes conclusoes:

1)

2)

A disbiose por uso de antimicrobianos induz um aumento nas concentragdoes
séricas e pulmonares de triptofano. Com o estimulo inflamatério induzido pela
infeccdo pela P. aeruginosa, ocorre um aumento na atividade da enzima IDO1,
levando ao catabolismo do excesso de triptofano e ao acimulo de quiinurenina
em animais dibidticos. Ainda, a infeccdo em animais disbidticos induz um
aumento da expresséo de AHR de maneira dependente da expressao de IDO1.
Esse acumulo de quinurenina leva a uma maior ativacdo do receptor AHR,
causando um prejuizo na fagocitose da bactéria, favorecendo a permanéncia e
expansdo da P. aeruginosa no sitio da infeccdo, e induzindo uma maior
letalidade (Fig.28).

Durante a eubiose, a IDO1 parece inibir a fagocitose e o Kkilling da
Pseudomonas aeruginosa, através da inibicdo da expressao do receptor
CD206. Esse controle da fagocitose interfere no recrutamento de neutréfilos e

controle da carga bacteriana no pulmao.
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Figura 29- Participacdo do metabolismo de triptofano pela microbiota disbidtica na
patogénese da infecgcdo pela P. aeruginosa: (A) Eubiose: Durante a eubiose a microbiota intestinal
ird metabolizar o triptofano em metabdlitos inddlicos, deixando o triptofano em concentrages séricas
normais. Durante a infec¢do por P.aeruginosa, com o estimulo inflamatdrio, o triptofano sera convertido
em quinurenina, aumentando a concentragcao de quinurenina no pulméao. Apds o reconhecimento por
células residentes, a P.aeruginosa sera fagocitada por macréfagos alveolares que irdo orquestrar uma
resposta inflamatéria com o recrutamento massivo de neutréfilos. Os neutrdfilos irdo fagocitar e eliminar
a bactéria, controlando a carga bacteriana no 6rgdo alvo. (B) Disbiose: Durante o uso de
antimicrobianos ocorrerd a disbiose da microbiota intestinal, com reducdo de grupos bacterianos que
metabolizam o triptofano em indol fazendo com que a concentracao sérica de triptofano fique elevada.
Com o estimulo infeccioso, ocorrera o aumento da atividade de IDO1 levando ao aumento da
concentracdo de quinurenina no pulmdo. Esse excesso de quinurenina ira ativar o receptor AHR
impedindo que a Pseudomonas aeruginosa seja fagocitada por macréfagos alveolares. Esse prejuizo
na fagocitose fard com que ocorra uma reducao no influxo de neutrdéfilos. Além disso, os neutréfilos
recrutados apresentam aumento da expressdo de AHR, que pode ser ativado pela quinurenina em

excesso, atrapalhando a fagocitose da bactéria. Criado com Biorender.com
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