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RESUMO

Cryptococcus gattii (C. gattii) e Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) sao
microrganismos que podem causar pneumonia, alcangar diversos 6rgéos e chegar ao
Sistema Nervoso Central (SNC) causando meningite, podendo levar o individuo a
morte. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a coinfecgdo por S.
pneumoniae e C. gattii em modelo murino. Nossos resultados demonstraram que,
ap6s a infecgdo com C. gattii, a infecgdo secundaria por S. pneumoniae piora
significativamente o estado neuropsiquiatrico, o comportamento motor e a fungéo
autébnoma dos animais, levando a morte precoce. Esses resultados foram associados
ao aumento da translocagao bacteriana do pulmé&o para outros 6rgaos, incluindo o
Sistema Nervoso Central e a retengao de C. gattii no espago alveolar € no parénquima
pulmonar. Neste sitio foi verificado o influxo elevado de neutréfilos e macrofagos,
aumento de niveis de mediadores inflamatérios como TNF, IFN-y, IL-17, IL-12p70,
principalmente, IL-1B. Além disso, foram observadas lesdes histopatolégicas
pulmonares e aumento significativo na expressao do receptor de fator de ativagao
plaguetaria (PAFR) no parénquima pulmonar o que pode estar associado a
intensificagao inflamatéria e também ao aumento da translocagao bacteriana para o
SNC. No momento, estudos em modelo murino knockout de PAFR e tratamento de
animais com inibidor de IL-1B estdo em andamento para propiciar melhor
entendimento sobre os mecanismos que levam ao fenétipo observado. Os resultados
apontam para a importancia do estudo de coinfecgbes entre microrganismos de
diferentes reinos, de forma a propiciar conhecimentos inéditos sobre a progressao de
doencas polimicrobianas.

Palavras-chave: Coinfecgdo, Cryptococcus gattii, Streptococcus pneumoniae,
camundongos.



ABSTRACT

Cryptococcus gattii (C. gattii) and Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae) are
microorganisms that can cause pneumonia, reach several organs, and the Central
Nervous System (CNS) causing meningitis and possibly leading to death. The present
paper has the objective to characterize the coinfection of S. pneumoniae and C. gattii
in @ murine model. The results demonstrated that, in a coinfection process with C.
gattii, the secondary infection caused by S. pneumoniae significantly worsens the
neuropsychiatric state, motor behavior, and autonomous function of the animals,
leading to an early death. These results were associated with an increase in bacterial
translocation from the lung to other organs, including the central nervous system and
the retention of C. gattii in the alveolar infiltrates and lung parenchyma. This site, was
verified the high influx of neutrophils and macrophages, increased levels of pro-
inflammatory cytokine secretion such as TNF, IFN-y, IL-17, IL-12p70, mainly IL-1p.
Also, pulmonary histopathological lesions and a significant increment in the expression
of the platelet aggregating factor receptor (PAFR) were observed in the lung
parenchyma, which may be associated with inflammatory intensification and also with
increased bacterial translocation to the CNS. At the moment, histopathological studies,
a murine knockout model of PAFR, and animal treatment with an IL-1( inhibitor are
ongoing to provide a better understanding of the mechanisms that lead to the observed
phenotype. These results point to the importance of studying co-infections between
microorganisms from different kingdoms, to provide unprecedented knowledge about

the progression of polymicrobial diseases.

Keywords: Co-infection, Cryptococcus gattii, Streptococcus pneumoniae, mice.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Cryptococcus spp

O género Cryptococcus abriga muitas espécies de leveduras encapsuladas,
sendo que Cryptococcus gattii (C. gatti) e Cryptococcus neoformans (C.
neoformans) se destacam das demais pela importédncia na medicina humana e
veterinaria (Danesi et al., 2021). C. gattii e C. neoformans sao espécies saprofiticas
e ubiquas, mas se diferem tanto nas caracteristicas bioquimicas e genéticas quanto
nas manifestagcdes clinicas da doenga que ambas causam ao hospedeiro humano
(Cogliati, 2013). Ao passo que C. neoformans possui predilegdo pelo SNC levando
o paciente a um quadro de meningoencefalite, C. gattii pode causar uma pneumonia
grave e também a quadros de infeccdo no SNC (Chen et al., 2000; Galanis et al.,
2010). A epidemiologia da doenca é bem descrita na literatura, individuos
imunossuprimidos, sao mais susceptiveis a uma infeccdo causada por C.
neoformans, e C. gattii mais comum em individuos imunocompetentes. Mas essas
diferencas na apresentacao clinica da doenca podem estar relacionadas também as
diferengas dos subtipos moleculares dessas espécies (Mitchell et al., 1995). Porém,
recentemente, estudos apontam que cada vez mais C. gattii tem sido isolado também
em individuos imunocomprometidos e causando doenga no SNC (Park et al., 2009;
Ellabib et al., 2016; Maziarz et al., 2016; Bollam et al., 2020; Xue et al., 2020).

Tais leveduras sdo cosmopolitas e podem ser encontradas facilmente no meio
ambiente, em excretas de aves, no solo e em restos de matéria organica em
decomposicao. Primeiramente, C. gattii foi descrito em associagdo com a espécie de
eucalipto Eucalyptus camaldulensis, enquanto que C. neoformans estava associado
com excretas de pombos. Posteriormente ndo s6 foram descobertas outras espécies
de eucaliptos capazes de abrigar tais leveduras, como também outras espécies de
arvores como amendoeiras, mangueiras, alfarrobeiras, pinus, oliveiras, cactos que
apresentavam lesdes, suculentas entre outras espécies de plantas (Ajello et al.,
1958; Hagen et al., 2010; Cogliati et al., 2016)

Logo, confirma-se que materiais vegetais e excretas de aves representam no

geral, um importante nicho para essas leveduras podendo ser encontrada em troncos
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de arvores, restos de plantas, solo e até mesmo no ar. C. neoformans e C. gattii
estdo intimamente bem adaptados ndo apenas a ambientes rurais, mas também a
ambientes urbanizados representando uma grande ameaca a individuos saudaveis
e imunossuprimidos (Hagen et al., 2010; Cogliati et al., 2016).

Segundo Kwon-Chung e colaboradores (2006), C. neoformans é classificado
em duas variantes e seus respectivos sorotipos sendo C. neoformans var. grubii que
apresenta os sorotipos A, e C. neoformans var. neoformans com sorotipos D e o
hibrido AD. Ja C. gattii ndo apresenta variante e expressa os sorotipos B e C. Cada
sorotipo é caracterizado pelas diferengas estruturais do polissacarideo presente na
capsula dessas leveduras. C. neoformans var. grubbi pode apresentar tipos
moleculares diferentes, sendo eles VNI, VNII, VNB correspondendo ao sorotipo A.
C. neoformans var. neoformans possui genétipo do tipo VNIIl correspondente ao
sorotipo AD e VNIV correspondente ao sorotipo D. Ja C. gattii revela quatro tipos
moleculares sendo VGI representando sorotipos C e B, VGII sorotipo B, VGIII
sorotipo C e VGIV sorotipos C e B (Kwon-Chung et al., 2006; Ma e May, 2009). Mais
recentemente, um grupo de pesquisadores, utilizando dados de analise de
polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP) e MALDI-TOF
(espectrometria de massa), subdividiu este mesmo complexo em sete espécies
distintas. Hagen e colaboradores, 2015 sugeriram que o atual C. neoformans
var. grubii e C. neoformans var. neoformans como espécies distintas e cinco
espécies dentro de C. gattii. Mas, no momento, ndo ha um consenso na comunidade
cientifica quanto a essa nova taxonomia (Hagen et al., 2015; Ellabib et al., 2016;
Hagen et al., 2017).

Cryptococcus spp. podem causar sérios danos ao ser humano promovendo a
criptococose. A doenga afeta tanto individuos higidos, ou seja, saudaveis quanto
individuos imunocomprometidos. O sucesso da infecgédo € resultado de um conjunto
de caracteristicas eminentes ao fungo, como os fatores de patogenicidade que
conferem viruléncia aos agentes etioldégicos da criptococose e caracteristicas do
sistema imune do hospedeiro, levando a altos indices de mortalidade em todo mundo.
Uma estimativa mundial feita por Park e colaboradores (2009), calcula que a
meningoencefalite criptococica € responsavel por no minimo 600.000 mortes anuais
(Kwon-Chung et al., 2014; Park et al., 2009). Ja outra estimativa feita em 2014

demonstrou que a incidéncia global de meningite criptocécica seja de 223.100 casos,
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resultando em 181.100 mortes, em pacientes portadores do virus HIV (Human

Immunodeficiency Virus) (Rajasingham et al., 2017).

A prevaléncia da doenga em paises da América Latina, avaliada recentemente,
aponta que apesar de ser negligenciada em paises subdesenvolvidos, a criptococose
chama atencao pelo numero significativo de mortes anuais. Cerca de 5.000 pessoas
sdo acometidas pela doenga e 2.400 mortes por meningoencefalite criptococica sao
registradas anualmente nesses paises. Do total de 223.100 casos de criptococose,
registrados em 2014 de pacientes vivendo com o virus HIV no mundo, o terceiro maior
numero de casos foi relato na América Latina, com uma estimativa de 5.300 casos
registrados por ano (Rajasingham et al., 2017). Desse total de casos, paises como
Brasil e Colémbia apresentaram maior incidéncia da doenga, registrando de 1.001 a
2.500 casos, seguido de Argentina e México com uma incidéncia de 501 a 1.000 casos
anuais (Rajasingham et al., 2017). Estudos ainda apontaram que todos os sorotipos
ja descritos na literatura sdo encontrados em paises da América Latina. No Brasil,
entre as micoses sistémicas, Cryptococcus sp. causam o maior numero de mortes em
pacientes portadores do virus HIV (Firacative et al., 2018). Em 2008, Leimann e
Koifman, relataram no estado do Rio de Janeiro, Brasil, entre os anos de 2000 a 2004,
um total de 696 casos novos registrados de criptococose, representando uma taxa de
incidéncia meédia anual de 0,45 - 1,3 casos por 100 mil habitantes. Houve
predominancia do sexo masculino e a presenca do virus HIV foi praticamente a unica
enfermidade preexistente registrada, estando presente em 61,2% do total de

pacientes, e a letalidade foi de 51,8% (Leimann e Koifman, 2008).

Pesquisadores do Rio Grande do Sul, Brasil, realizaram um levantamento de
casos de doencas fungicas entre os anos de 2003-2015. Das 13.707 amostras
analisadas, 54% dos pacientes apresentaram quadro clinico de micose sistémica
sendo que a criptococose liderou o ranking dessas doengas, representando 73,13%

dos casos (Da Silva Fay et al., 2019).

Ja no estado de Minas Gerais, alguns trabalhos publicados recentemente,
demonstraram que ha prevaléncia do gendtipo VNI de C. neoformans, seguido do
gendtipo VGII de C. gattii na regidao do triangulo mineiro, nas cidades de Uberaba e
Uberlandia (Andrade-Silva et al., 2018; Damasceno - Escoura et al., 2019). Ja na

cidade de Belo Horizonte, o perfil molecular observado se confirma, com maior
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prevaléncia do gendtipo VNI de Cn seguido de VGII, Cg. Observa-se ainda, fatores
predisponentes associados a criptococose como diabetes, HIV, lupus, pacientes
transplantados e em tratamento para cancer. Pacientes do sexo masculino séo
acometidos com maior frequéncia quando comparados com os do sexo feminino.
Ainda se observou taxa de mortalidade de 29,8% entre os pacientes HIV positivos
(Lima, 2019).

Nos ultimos anos, o Brasil tem elevado o niumero de publicagdes cientificas,
atingindo o seu auge em 2010, ano em que cientistas brasileiros foram responsaveis
por 20% das publicagbes relacionados a criptococose em todo o mundo.
Sugestivamente, durante esse periodo houve maior investimento financeiro na area
da pesquisa cientifica por parte do governo brasileiro ja que o pais estava sob alto
crescimento econdmico. Essa era de grandes avangos na area das ciéncias
biomédicas trouxe grandes beneficios para o pais a respeito do que se conhece hoje
sobre a doenca. Espera-se que tais investimentos se perpetuem, pois ainda ha
grandes desafios a serem enfrentados, como a limitada classe de antifungicos
eficazes contra Cryptococcus spp., o tratamento, muitas vezes, toxicos aos pacientes,
custos elevados para administragdo de alguns medicamentos e a alta taxa de
resisténcia de algumas linhagens aos antifungicos que se conhecem hoje
(Albuquerque et al., 2012; Rodrigues et al., 2016).

1.1.1.Infecgcao pulmonar e a interagao patégeno-hospedeiro

A criptococose € uma micose granulomatosa sistémica causada por C. gattii e
C. neoformans. O contagio se da a partir da inalagdo de particulas infectantes
presentes no meio ambiente. No tecido pulmonar, Cryptococcus sp pode se proliferar
e migrar para o SNC. Assim que o patdégeno alcanga os pulmdes, ele se depara com
células de defesa do hospedeiro como macrofagos alveolares que desempenham
papel importante na resposta imune, por meio da fagocitose. Em partes dos casos, a
infeccdo € contida sem grandes danos ao hospedeiro, em outras situagdes a infecgéao
pode se configurar como uma doenga granulomatosa, pulmonar que se apresenta
com sintomas agudos de pneumonia. Quando a resposta imune do hospedeiro ndo

age corretamente para sanar o problema, o patégeno pode se disseminar para o SNC
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e sintomas classicos como cefaleia, neuropatias cranianas, perda da memoria e febre

podem se desenvolver ao longo do tempo (Figura 1) (Kwon-Chung et al., 2014).

Inalagéo

Leveduras no meio
ambiente

B, < 2%
CsH

¢

Infecgdo no SNC Travessia pela BHE

Figura 1 (Adaptada) Criptococose. As células criptocécicas transportadas pelo ar sdo inaladas pelo
hospedeiro e se proliferam no pulmao. Elas podem atravessar a barreira hematoencefalica e alcancgar
o0 SNC, via hematogénica (Kwon-Chung et al., 2014).

A doenca afeta principalmente pacientes imunossuprimidos, ndo apenas
portadores do virus HIV, mas também individuos transplantados, com doencgas pre-
existentes como diabetes, lupus entre outras comorbidades (Kwong-Chung et al.,
2014). Inicialmente, inalados os esporos fungicos, esses patdogenos encontram
barreiras fisicas naturais do ser humano como mucosa nasal, pelos, secre¢cao e muco
entre outros componentes do trato respiratério superior. Vencendo tais barreiras
iniciais Cg e Cn chegam aos pulmdes, onde encontram um ambiente pouco favoravel
ao seu crescimento, em contrapartida esses patdégenos possuem fatores de viruléncia
que podem ser determinantes para a colonizagado deste 6rgédo. Para isso multiplos
rearranjos metabdlicos e ativagado de vias de sinalizagdo sdo fundamentais para o

sucesso da doenga (Zaragoza et al., 2019).

Chegando no pulmao a proliferagao fungica € dependente da disponibilidade
de nutrientes como carbono, nitrogénio e micronutrientes como ferro, cobre e zinco. A
imunidade nutricional constitutiva esgota, do meio extracelular, os nutrientes

essenciais para multiplicagdo de patdégenos criando um ambiente limitador de
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micronutrientes para a levedura. (Wang et al., 2009; Potrykus et al., 2014). Cn e Cg
também encontram uma substancia surfactante no pulmao, essas leveduras sao
capazes metabolizar tal substancia, rica em moléculas lipoproteicas, contribuindo para

a adeséo dos microrganismos nos alvéolos pulmonares (Maruvada et al., 2012).

Outro importante passo para a adaptagao a este ambiente € o crescimento a
temperatura fisioldgica do hospedeiro. Assim como todos os eucariotos, a cascata de
sinalizagdo sensivel a temperatura envolve a enzima fosfatase ativada por Ca?**,
mediante a estimulo do ambiente, chamada calcineurina. Essa enzima é um fator

diferencial para o crescimento fungico a 37°C (Chen et al., 2013).

Além de adaptar-se a caréncia nutricional e temperatura nos pulmdes do
hospedeiro, as células fungicas sdo atacadas por componentes celulares do sistema
imunoldgico. Macrofagos alveolares residentes e células dendriticas sao responsaveis
pela fagocitose e eliminacdo do fungo, simultaneamente, células T também sao
recrutadas para controlar a infec¢do. Neste momento, as células fungicas tendem a
evadir do sistema imunoldgico expressando diversos fatores de viruléncia. Entre eles
a producao de capsula polissacaridica que confere protecdo contra a fagocitose,
desidratacao e radicais livres (Voelz et al., 2010; Huston et al., 2016). Ha uma série
de sinais externos que sdo capazes de induzir a formagao de capsula em Cn e Cg.
Cada condicado pode induzir um fendtipo especifico de capsula, podendo ser uma
resposta frente a estresse nutricional, pH, niveis diversos de CO:2 e reducao de ions
(Mcfadden et al., 2007; 13 O’'meara, et al., 2012).

A variagao do tamanho capsular pode ser observada em diferentes gendtipos,
em Cg (Fernandes et al., 2016). Freitas e colaboradores (2019) observaram variagdes
capsulares quando semeadas as espécies de Cn e Cg em condi¢cdes de cultivo
distintas. Em meios contendo apenas sais e com baixa concentragdo de glicose,
Cryptococcus spp. aumentam a espessura capsular e reduzem o diametro da célula,
havendo variagdes entre as diferentes linhagens trabalhadas (Freitas, 2019). Outra
caracteristica relevante é a variacdo no tamanho/espessura da capsula frente a
resposta imune do hospedeiro. Logo no primeiro contato com o sistema inume, ha um
aumento consideravel da capsula comprometendo a fagocitose por macrofagos
(Costa et al., 2016). Outro mecanismo utilizado pela levedura para sobreviver a este

ambiente indspito, € a produgao de células poliploides denominadas titanicas ou “titan
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cells”. Essa caracteristica confere ao patégeno uma vantagem quanto a fagocitose
pelas células de defesa, ja que devido ao tamanho considerado exagerado, quando
comparado ao tamanho normal da célula fungica, a fagocitose se torna inviavel.
Células de Cryptococcus spp. cultivadas em laboratério sdo arredondadas e
apresentam entre 5 ym — 7 ym de diametro, em condi¢gbes normais de crescimento.
Ja as células titanicas sao caracterizadas por se apresentarem tamanho superior as
células normais, possuirem parede celular mais espessa com alto conteudo de quitina,
sendo superiores a 10um de didmetro e por serem poliploides (Crabtree et al., 2012;
Dambuza et al., 2018; Zaragoza et al., 2013; Okagaki et al., 2011).

Na iminéncia de eliminar o patégeno, macrofagos e neutrdfilos produzem
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, mas o fungo é capaz de se melanizar. A
melanina representa um grupo de pigmentos escuros que estdo presentes em diversas
espécies de microrganismos. Cryptococcus spp. sao capazes de produzir tal pigmento
0 que confere resisténcia ao patdégeno ndo sé quanto ao estresse oxidativo quanto ao
uso de antimicrobianos, incidéncia de radiagdo UV, solar e gama e na presenca de

metais pesados. (Casadevall et al., 2000; Nosanchuk et al., 2006).

Durante o decorrer da doencga, as células fagociticas podem desempenhar o
seu papel e efetivamente fagocitar os patdogenos. Mas ainda nos macréfagos, a
levedura pode prolongar a sua sobrevida dentro dos fagolisossomos por meio da
secregdo de enzimas como superoxido dismutase, uma oxidase alternativa,
flavinhemoglobina denitrosilase, glutationa peroxidase, metaloprotease e tiol
peroxidase (Voelz et al., 2010). Ou seja, Cryptococcus spp. sao patdgenos
intracelulares facultativos e podes ser fagocitados, se replicarem dentro de macrofagos.
As leveduras podem ser ainda expelidas afetando a viabilidade das células fagociticas
ou deixando-as integras por meio do evento chamado de vomocitose ou exocitose nédo
litica (Ma et al., 2006; Alvarez et al., 2006).

Ainda no ambiente pulmonar, quanto a resposta imunoldgica do hospedeiro,
macrofagos residentes alveolares, células dendriticas e natural killers promovem a
fagocitose da levedura, estas sdo as primeiras células a atuarem na defesa do
organismo. A partir dai ha secregcdo de citocinas pro-inflamatérias como fator de
necrose tumoral (TNF), IL-18, IL-6, IL-17 e IL-22 desencadeando uma resposta imune

celular. O aumento da producéo de IFN-y em micoses oportunistas € importante tanto
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na imunidade inata quanto na adaptativa (Wormley et al., 2005; Schoffelen et al., 2013).
Além disso, neutrofilos também sao recrutados, eles se caracterizam por serem células
efetoras criticas do sistema imune inato que sao recrutadas rapidamente para os locais
de inflamacédo. Neutréfilos sdo capazes de eliminar os patdégenos, principalmente, por

meio da liberagao de espécies reativas de oxigénio (Aratani et al., 2006).

O fendtipo M1 de macréfagos classicamente ativados se torna mais intenso
logo no inicio da infecgdo quando em resposta ao patégeno. Essa linha de defesa gera
espécies reativas de oxigénio de nitrogénio sendo efetiva na morte do patégeno. A
polarizagdo dos macrofagos € dindmica e envolve diversos estimulos como a producao
de citocinas, macrofagos expressando fendtipo M1 com passar do tempo pode se
alterar e o fenétipo M2 passa ser 0 mais expresso. Tal fendtipo € mediado por citocinas
incluindo interleucinas IL-4, IL-13 e IL-10, sendo importante para supresséao e regulagao
de respostas inflamatoérias desempenhando papel crucial na reparacao tecidual, ndo
apresentando tanta eficacia na atividade antifungica, como observado no fenétipo M1
(Davis et al., 2013; Leopold et al., 2016; Murray et al., 2017).

1.1.2.Infecg¢ao cerebral

O Sistema Nervoso Central possui trés barreiras que limitam e regulam a troca
de moléculas na interface entre o sangue e o tecido neural, sdo elas: a barreira
hematoencefalica (BHE), o epitélio do plexo coroide e o epitélio aracnoide (Abbot et al.,
2004). A BHE, corresponde a uma dessas barreiras e tem como fungéo a selegédo de
substancias capazes de chegar no SNC. Ela é composta por células endoteliais que
circunscreve 0s microvasos cerebrais entre o sangue e o fluido intersticial (ISF). Tais
células possuem funcao exclusiva das demais, devido a sua alta seletividade, sendo
capazes de controlar o influxo e efluxo de ions e biomoléculas essenciais e
potencialmente prejudiciais ao SNC, com o objetivo de se obter um microambiente

favoravel a funcao neuronal (Abbot et al., 2006).

Microrganismos podem atravessar a BHE de forma transcelular, paracelular, -
e por meio de fagdcitos infectados, mecanismo denominado de cavalo de Troia. Nao
apenas as leveduras criptocdcicas atravessam a BHE destas trés formas, mas outros

microrganismos, como é o caso de S. pneumoniae, com excegao para o ultimo evento
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gue € mais citado mais comum em infec¢gdes causadas por bactérias intracelulares

como Listeria monocytogenes (May et al., 2016).

Porém, ainda é pouco elucidado em quais situagbes Cryptococcus spp.
trafegam pelo sangue e migram para o cérebro. Atualmente, sabe-se que existem trés
vertentes que apontam o motivo de algumas linhagens de Cryptococcus spp.
apresentarem predilecdo ao SNC. O primeiro deles é observado em estudos com
imagens de microscépio intravital que demonstram que a transmigragcdo do fungo é
dependente de urease. A levedura trafega pelo sangue e algumas células ficam presas
em capilares de didmetro inferior ou igual ao da levedura (Shi et al., 2010). As
microcélulas, que conseguem trafegar pelos vasos sanguineos, ao chegarem no SNC
ficam aprisionadas mecanicamente nos microvasos, interagem com as células
endoteliais secretando urease até chegarem ao microvaso cerebral. Estas células
recebem essa denominacido pois apresentam um tamanho inferior ao considerado
normal, apresentam de didametro entre 2 um - 4um. Apresentam parede celular espessa
e parece estar adaptada a proliferacao celular em células fagociticas e a transmigracao
da BHE devido ao seu tamanho (Feldmesser et al., 2001). A degradagao enzimatica da
ureia produz amoénia que é uma substancia altamente téxica e que danifica o endotélio
dessa regidao aumentando entdo a sua permeabilidade e consequentemente a
transmigracao de Cryptococcus spp. Especula-se ainda que a urease secretada pela
levedura possua especificidade quanto ao seu substrato presente no SNC facilitando a

transmigracao fungica (Shi et al., 2010; Shi et al., 2016).

Outro fator que possivelmente contribui para o recrutamento de leveduras
criptococicas para o cérebro € a alta concentragao de inositol nessa regido. Apesar de
ter como fonte primaria de energia a molécula de glicose, Cryptococcus spp. também
utilizam o inositol em seu metabolismo como fonte de carbono. Esse agucar encontra-
se em maior concentragao ao redor da BHE quando comparado ao plasma sanguineo.
Mutantes para a expressao de transportadores de inositol fungico, dificultam
parcialmente a transmigracao para o SNC. Além disso, estudos comprovaram que altas
concentragdes de inositol aumentam também a expressao do gene- responsavel pela
producao de acido hialurénico (HA)- na capsula polissacaridica de Cryptococcus spp.

As células endoteliais do hospedeiro possuem receptores de membrana que
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reconhecem o HA da levedura promovendo assim a invasao no tecido cerebral (Liu et
al., 2013).

Cryptococcus spp. podem também parar, repentinamente, nos capilares do
cérebro trafegando pelo sangue, apés uma infec¢gao pulmonar. Podem se disseminar
de forma extrapulmonar, levando a infeccdo da corrente sanguinea e posterior
disseminagdo hematogénica para orgados-alvo. Outros locais menos frequentes
também podem ser infectados como olhos, prostata, pele, articulagdes e ossos (Allen
et al., 1982; Rex et al., 1993; Shi et al., 2010; Christianson et al., 2003; Heitor et al.,
2019).

A primeira linha de defesa que as leveduras encontram ao chegar no SNC ¢ a
micréglia, que sdo macréfagos residentes do parénquima cerebral e que desempenham
papel de vigilancia imunolégica. Essas ceélulas produzem multiplas citocinas pro-
inflamatorias apos exposicdo a C. neoformans, incluindo TNF, IL-1B e IL-6 além de
ativar macréfagos expressando MHC Classe Il e CD11c (Barluzzi et al., 1998; Aguirre
et al., 2002).

1.2. Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), também conhecida como
pneumococo € uma bactéria Gram-positiva, com mais de 90 sorotipos, anaerdbia
facultativa, que se apesenta em formato oval ou lanceado, pode estar disposta aos
pares como diplococos ou em cadeias curtas. S. pneumoniae é um patdgeno
oportunista, que coloniza a cavidade oral e a mucosa do trato respiratério superior dos
seres humanos de forma assintomatica. Porém, a migragéo deste patdégeno para outras
regides pode causar doengas nao invasivas como otite média e sinusite ou invasivas
como pneumonia, meningite e sepse (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013; Geno et
al., 2015).

Esse microrganismo € a principal causa de pneumonia adquirida na sociedade,
com indices consideraveis de morbidade e mortalidade no mundo, sendo mais grave
entre as criangas e os idosos (Brown, 2012). Em 2013 a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) estimou que 476.000 criangas menores de 5 anos morreram em decorréncia de

infeccbes pneumocdcicas (OMS, 2013). Geralmente, as criangas sao colonizadas com
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a bactéria até o sexto ano de vida, a colonizagao atinge o pico no terceiro ano de vida
e se reduz ao longo da vida. Adultos que possuem contato com criangas colonizadas
podem se infectar mais faciimente (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013). Na
populagado adulta, segundo o Centro de Controle e Prevencéo de Doencas Infecciosas
(CDC) os pneumococos foram responsaveis por até 30% da pneumonia adquirida na
sociedade (CDC, 2020). Nos EUA, em 2011, foram registrados mais de 35.000 casos

de doenga pneumocacica invasiva e mais de 4.200 mortes (CDC, 2020).

1.2.1.Infecgao pulmonar e a interagao patégeno-hospedeiro

A transmissdo da doenca se da por meio da inalagdo de aerossodis e o
microrganismo comega entdo a colonizar a regido nasofaringea. Ao entrar na
cavidade nasal, a bactéria se liga as células epiteliais e podem permanecer no local
sem causar danos ao hospedeiro de forma assintomatica, ou ainda podem se espalhar
para diversos sitios como ouvidos, seios da face, pulmao e SNC (Figura 2) (Henriques-
Normark e Tuomanen, 2013; Weiser et al., 2018).
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Figura 2 (Adaptada). Progressdao da doenca pneumocécica. Pneumococos propagados por
aerossois colonizam a nasofaringe. Essa interagdo mais comum leva a eliminagdo do microrganismo
ou a ativagado da imunidade especifica do hospedeiro. A progressao para otite média € muito comum
em criangas. A doenga invasiva envolve a disseminagao para os pulmdes e a corrente sanguinea. O
desenvolvimento mais sério € a meningite (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013).
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Fatores predisponentes como diabetes, doengas hepaticas, cardiopatias,
doengas neoplasicas e renais, infecgcao pelo virus HIV entre outras comorbidades
aumentam a taxa de letalidade da doenga (Brown, 2012; Welte, 2012). Segundo o CDC,
criangas infectadas com HIV, com asplenia (mal funcionamento do bago) ou ainda
anemia falciforme, apresentam alto risco para doenga pneumocdcica invasiva (CDC,
2020).

Além dos fatores intrinsecos ao hospedeiro, S. pneumoniae apresenta fatores
de patogenicidade que contribuem para o sucesso da infecgdo e para o
desenvolvimento de invasivas e nao invasivas. Na mucosa do trato respiratorio superior
0 pneumococo pode secretar diversas enzimas como metaloproteinase de zinco que
sdo capazes de clivar moléculas de IgA para evitar a ativagdo do complemento.
Secrecdo de toxina citoplasmatica, pneumolisina, facilita a colonizagdo do
microrganismo, pois se liga ao colesterol da membrana plasmatica do hospedeiro, induz
a secrecao de citocinas pro-inflamatérias, formam poros podendo levar a lise da célula
endotelial facilitando a invasdo no tecido, além de exibir acdo bactericida contra
bactérias da microbiota residente essa toxina também impulsiona a transmissdo da
doenga (Brooks e Mias, 2018; Mitchell e Dalziel, 2014; Steel 2013; Zafar et al., 2017;

Subramanian et al., 2019).

A produgao de uma capsula polissacaridica que sobrepde a parede celular é
outro fator de patogenicidade extremamente importante para a bactéria. A capsula &
uma estrutura antifagocitica, que evita o aprisionamento da bactéria no muco nasal
além de facilitar a adesao e colonizagao de células epiteliais na nasofaringe (Kadioglu
et al., 2008; Jonsson et al., 1985; Weinberger et al., 2009). Com base nesta estrutura e
nos sorotipos, dois tipos de vacinas pneumocadcicas estdo sendo usadas, as vacinas
pneumocdcicas polissacaridicas ndo conjugadas e as vacinas polissacaridicas
conjugadas. A vacinacao infantil foi introduzida em diversos paises a fim de ser fornecer
um melhor efeito protetor para esse grupo vacinal, resultando em uma redugao do
numero de casos de doenga pneumococica invasiva, mas ao longo do tempo as vacinas
reduziram a colonizagao de alguns sorotipos alvos da vacina em criangas saudaveis. O
que possibilitou o aumento de casos de infec¢do com sorotipos n&o vacinais (Galanis
et al., 2016; Lindstrand et al., 2016; Subramanian et al., 2019).
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A producdo de adesinas e proteinas de superficie sdo importantes para a
colonizacéo e invasao do tecido hospedeiro. Autolisinas, por exemplo, s&o proteases
que degradam a parede celular. A lise da parede celular bacteriana € muito importante
para permitir o crescimento e a divisdo celular do microrganismo. O pneumococo pode
ainda lisar uma parte da sua parede celular para liberagao de toxinas importantes para
a sua sobrevivéncia, como ocorre com a secre¢cao de pneumolisinas (Mitchell et al.,
2010). As proteinas de superficie como adesina A de superficie pneumocadcica (PsaA),
proteina A de ligagéo a colina (CbpA), proteina A de superficie de pneumococo (PspA)
e a proteina C de superficie de pneumococo (PspC) estao intimamente relacionadas a
aderéncia e a colonizagdo do tecido hospedeiro. As neuraminidases sao também
importantes nesse processo de colonizagdo da bactéria. Na presencga de acido sialico
— presente na saliva do hospedeiro- S. pneumoniae aumenta a producido de
neuraminidases que funcionam como adesinas para a formagao de biofilme (Trappetti
et al., 2009; Brittan et al., 2012). Ja as hialuronidases favorecem a translocag¢ao do
microrganismo, pois degradam o acido hialurénico do tecido conjuntivo e da matriz
extracelular do hospedeiro. Outra estrutura importante, o pili, aumenta a adesao a
células epiteliais e aumenta a capacidade de causar uma doenga invasiva (Mitchell et
al., 2010; Amerighi et al., 2016; Weiser et al., 2018; Subramanian et al., 2019).

A bactéria produz ainda peroxido de hidrogénio (H202) causando danos ao
epitélio ciliado da nasofaringe e tendo efeito microbicida contra microbiota residente
desta regido. Ademais, em uma ag¢ao conjunta com a pneumolisina, S. pneumoniae
pode induzir a apoptose de células neuronais. O H202 pode se difundir a membrana
celular das células hospedeiras causando danos em estruturas como DNA e
mitocdndria acarretando em processo apoptoético destas células (Gough e Cotter.,
2011).

Com a colonizagao bem estabelecida no trato respiratério superior, a bactéria
pode chegar ao espaco alveolar e colonizar os pulmdes. Assim como na infeccao de
Cryptococcus spp. macréfagos alveolares residentes, células dendriticas, natural killers
e células epiteliais respiratorias constituem a primeira linha de defesa contra a bactéria.
Esse reconhecimento inicial € mediado por receptores de reconhecimento de padréo
(PRRs), chamando atengao para os receptores do tipo Toll que sao capazes de detectar

lipoproteinas bacterianas e acidos nucleicos (Medzhitov et al., 2007; Fama et al., 2020).
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A partir deste momento, fatores de transcrigdo como NF-kB (fator nuclear kB) estimulam
a secregao de citocinas pro-inflamatérias como TNF, IL-13 e IL-8 atuando em conjunto
com quimiocinas para recrutamento de neutrofilos (Rijneveld et al., 2001; Said-Sadier,
Najwane, & David M. Ojcius, 2012). A relacdo sistema imune-hospedeiro pode
apresentar duas faces, de um lado a producdo de IL-1B e outras citocinas pro-
inflamatdrias sao importantes para o clearance bacteriano e, ao mesmo tempo a
producdo exacerbada dessas moléculas podem ser prejudiciais ao hospedeiro, ja que
acarreta em dano tecidual e favorece a disseminagcdo do patégeno (Marriott et al.,
2012). Em contrapartida, S. pneumoniae pode estimular a secre¢cao de pneumolisinas,
o que favorece a ligacao dessa enzima ao receptor de manose celular (MRC-1)
presentes em macrofagos e em células dendriticas induzindo uma resposta pro-
inflamatdria mais branda, com niveis menores de secrec¢ao de TNF, IL-1B e IL-12, além
de um menor recrutamento de neutrofilos, comprometendo assim a resposta
imunologica do hospedeiro (Subramanian et al., 2019) favorecendo assim a
colonizacao desse patdégeno. Ou seja, S. pneumoniae utiliza diversas vias para se

multiplicar e causar doenga no hospedeiro humano.

Outra estratégia utilizada pelo pneumococo pode ser observada logo apos o
influxo de neutrdfilos da regido pulmonar. A bactéria secreta endonucleases que séo
capazes de degradar NET (do inglés Neutrophill Extracelular Traps) evadindo da
resposta imune do hospedeiro (Hahn et al., 2013). No geral, a infecgdo pulmonar
causada por S. pneumoniae € caracterizada por niveis altos de citocinas pro-
inflamatdrias e intenso recrutamento de neutréfilos. Neste panorama, a resposta
inflamatoéria exacerbada pode favorecer a expressdo de receptor de ativagao
plaquetaria (PAFR) presente em células epiteliais do hospedeiro. S. pneumoniae pode
se ligar a PARF por meio da adesina fosforilcolina (PCho), invadir o tecido pulmonar e
se disseminar para os demais 6rgaos (Cundell et al., 1995; Grigg, 2012; Shukla et al.,
2015).

1.2.2.Infecgao cerebral

Os mecanismos pelos quais S. pneumoniae chega ao SNC causando meningite
ainda nao sao bem elucidados. Assim como Cryptococcus spp, a bactéria faz uso de

diversos mecanismos de viruléncia para penetrar no SNC. Nesse ambiente os
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patdogenos encontram células do sistema imune inato. A microglia sdo células
imunocompetentes residentes do SNC e sao derivadas de células progenitoras do saco
embrionario que migram para o SNC durante a embriogénese. Além da micréglia
residente ser imunologicamente competente e portanto, ser umas das primeiras linhas
de defesa neste ambiente, leucécitos mononucleares, mondcitos e macréfagos séo
recrutados para o SNC em condicdes patologicas desempenhando papéis
complementares aos da microglia residente (Glezer et al., 2007; Abbot et al., 2010). S.
pneumoniae pode secretar PCho que se caracteriza por mimetizar PAF podendo se
ligar ao receptor celular PAFR e ser translocada por transcitose mediada por receptor
(Ring, Weiser, & Tuomanen, 1998). A proteina de ligacdo a colina (CbpA), e a
neuraminidase A (NanA) bacteriana podem se ligar também ao receptor da laminina
(LR do inglés Laminin Receptor) e a proteina juncional PECAM-1 e serem transportadas
da mesma maneira (Uchiyama et al., 2009). S. pneumoniae também pode transpor a
BHE liberando pneumolisinas juntamente com a produg¢ao de perdxido de hidrogénio,
levando a degradagdo da monocamada endotelial e invasdao o SNC por meio da via
paracelular (Paton, Andrew, Boulnois, & Mitchell, 1993). Adesinas relacionadas ao pili
também podem ser secretadas e se ligam a PECAM-1 e ao receptor de
poliimunoglobulina (plgR) ocasionando a adesé&o e invasdo para SNC (Orihuela et
al., 2009; lovino et al., 2017; Le Guennec et al., 2020).

Além disso, a resposta inflamatdria, ou seja, a secregéo elevada de citocinas
pré-inflamatérias como TNF, e o grande influxo de neutréfilos gerado durante a
infeccdo, promovem, em conjunto, alteragdes na permeabilidade da BHE (Le Guennec
et al., 2020). Outra via que pode favorecer a translocagao bacteriana para o SNC seria
o transporte axonal da bactéria via nervo olfatério, uma vez que, a colonizagao
nasofaringea facilitaria essa rota (Marra et al., 2001 ; Van Ginkel et al., 2003; Dando et
al., 2014).

1.3. Coinfecgoes

Doengas polimicrobianas podem ser causadas por dois ou mais
microrganismos podendo se apresentar de forma sinérgica/concomitante ou sequencial
e podem envolver infecgdes agudas ou crénicas. Essa interacdo ocorre entre

microrganismos de diferentes reinos, géneros, espécies ou variantes fenotipicas dentro
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da mesma espécie. Um exemplo classico de infecgdo aguda concomitante € o aumento
da susceptibilidade de infecgbes causadas por bactérias respiratérias durante uma
gripe causada pelo Influenza virus (Morens et al., 2008; Dhanoa et al., 2011; Pasman
et al., 2012; Peltola et al., 2005).

As coinfecgdes, frequentemente, sdo causadas por diversos agentes
oportunistas e que incluem nao apenas os fungos como C. neoformans, C. gattii e
Candida spp, mas também bactérias como Mycobacterium tuberculosis, virus como
Herpes zoster e protozoarios como Plasmodium spp. (Bakaletz et al., 2004). Ainda
pouco elucidado os mecanismos de coinfeccdo, acredita-se que em uma infecgao
secundaria, considerando um organismo ja debilitado e com o sistema imune ja ativado,
poderia favorecer a expressao de genes de resisténcia de um segundo patdgeno. Esse
ambiente torna-se competitivo entre os microrganismos e sabe-se que interagdes de
Cn e Cg com seu hospedeiro ou predadores naturais, levam a diversidade e a sele¢ao
de fatores de viruléncia relacionados a sobrevivéncia desse patdgeno em meios
competitivos, sendo assim é provavel que em um estado de coinfecgao tenha-se um
agravamento da doenca e danos maiores ao paciente (Pasman, et al., 2012;
Steenbergen, et al., 2001).

Em situagcées de doengas polimicrobianas, os microrganismos podem exibir
relagdo de cooperagdo ou de competitividade, como ja descrito por Staphylococcus
aureus e Candida albicans. Esses dois microrganismos s&0 comensais € comuns na
microbiota natural de grande parte da populagdo mundial. Uma pré-infecgdo causada
por Candida albicans pode favorecer a penetracao de S. aureus em tecidos de 6rgaos
internos de pacientes. Ja S. aureus ao secretar proteases potencializa a formagéao de
adesinas produzidas por C. albicans na mucosa do hospedeiro, favorecendo a
formacao de biofiimes (Peters et al., 2010; Peters et al., 2012). Simultaneamente, C.
albicans em um modelo de coinfeccdo in vivo com S. aureus pode favorecer a
multiplicagao bacteriana interferindo no sistema quorum sensing bacteriano (Todd et
al., 2019). Em mais um exemplo, durante a infecgdo causada por Influenza virus, S.
aureus favorece a disseminagao de particulas virais durante a coinfeccéo e, ao mesmo
tempo, S. aureus adere com maior facilidade na mucosa da nasofaringe do hospedeiro

quando na presenca do virus (Nair et al., 2014).
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Oliveira e colaboradores (2017) demonstraram que o Influenza virus pode
alterar a resposta imune do hospedeiro. O grande influxo de neutréfilos e macrofagos,
reducdo de citocinas pro-inflamatorias e da taxa de fagocitose, aumentaram a
morbidade e mortalidade em modelo murino. Essa associagdo resultou em graves
danos aos pulmoes e alta carga fungica no SNC dos animais coinfectados (Oliveira et
al., 2017). Ja em outro trabalho apresentado recentemente, animais infectados por
Pseudomonas aeruginosa seguida da infeccdo por C. gattii alterou o perfil de
recrutamento de neutrofilo, macréfagos e a produgcdo de espécies reativas de
nitrogénio, os animais apresentaram carga fungica reduzida em 6rgaos alvo e atraso
na transmigragao do fungo para o SNC. Ou seja, a infecgcéo prévia de P. aeruginosa

alterou o curso da criptococose em modelo murino (Peres-Emidio, 2020).

Ha também diversos relatos de caso na literatura no qual Cryptococcus spp e
S. pneumoniae causam doengas graves e levam individuos a morte. Em 1998, relato
de uma paciente africana, de 32 anos, positiva para o virus HIV, com candidiase oral
estava sendo tratada ha cinco meses com terapia para tuberculose. O diagndstico de
tuberculose foi baseado em ultrassonografia do pulmdo e demonstrou lesdes
arredondadas multiplas e granulomatosas. Confusdo mental foi observada na paciente
e a partir desse sintoma, pung¢ao lombar revelou infecgdo por S. pneumoniae e C.
neoformans. Sugestivamente, a paciente tinha criptococose disseminada que foi
diagnosticada erroneamente como tuberculose e no inicio da meningite foi identificada
bactéria S. pneumoniae e C. neoformans. Apés a identificagdo dos dois patégenos a
paciente veio a obito, limitando maiores estudos a respeito dessa interagdo (John,
1998).

Em 2006, autores relataram um caso de coinfeccdo envolvendo trés
microrganismos: S. pneumoniae, C. neoformans e HIV. Paciente do sexo masculino de
34 anos com descendéncia africana foi submetido a exames clinicos que possibilitaram
a identificacdo de cocos Gram-positivo dispostos em cadeias coletados do liquido
cefalorraquidiano. S. pneumoniae, inicialmente, foi a causa da meningite bacteriana
observada. No segundo dia de internacao, o paciente foi diagnosticado como portador
do virus HIV. E no terceiro dia, com a coleta e analise do lavado broncoalveolar
confirmou-se a presenga de C. neoformans (Nadaud et al., 2007). J& em 2015 foi

publicado o relato de um paciente do sexo masculino, afegao, residente no Quetta,
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Paquistao, que apos sofrer um acidente de carro retornou ao hospital com sintomas de
dor de cabeca, enrijecimento da nuca, febre, e secreg¢ao pelas narinas. Apds pungao
lombar identificou-se C. neoformans por meio da leitura de lamina microscépica
utilizando Tinta Nanquim, e teste de urease positiva. Por meio da coloragao de Gram,
a morfologia sugeria a presengca de S. pneumoniae. Nesse paciente o estado
imunoldgico nao foi avaliado, ndo podendo ser afirmado positividade para HIV como

nos outros casos citados acima (Saleem et al., 2015).

InuUmeros sdo os casos de microrganismos colonizando o hospedeiro
simultaneamente e causando sérios danos a saude do ser humano. Torna-se entao
muito importante compreender a interacdo desses patdgenos, pois tais estudos podem
contribuir para investigagbes futuras, com o intuito de aprimorar o diagnostico e o

tratamento dessas doengas.
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2. JUSTIFICATIVA

A criptococose, uma micose granulomatosa, que afeta individuos
imunocomprometidos e saudaveis e pode causar desde uma simples pneumonia até
uma meningoencefalite grave. Dados epidemiolégicos apontam que apesar de
negligenciada, a doencga possui altos indices de mortalidade em todo o mundo. Com
distribuicdo mundial, C. neoformans e C. gattii apresentam diversos mecanismos que
viabilizam a transmisséao, sobrevida e o sucesso da infec¢ao dentro de seu hospedeiro.
Secregdo de enzimas, expressdo de uma capsula polissacaridica complexa,
melanizagao e alteragbes morfolégicas sdo alguns desses mecanismos usados por
esse patdgeno para o sucesso da infecgdo. No inicio da infec¢gado pulmonar, a doenga
pode ser controlada pelo sistema imunolégico do hospedeiro. Porém, esgotadas as
possibilidades de defesa do individuo, essa levedura pode alcancar o SNC, causar uma

meningoencefalite grave e ocasionar a morte do hospedeiro.

Ja S. pneumoniae € um bactéria Gram-positiva que coloniza a mucosa da
nasofaringe de criangas e individuos adultos. A bactéria pode desenvolver uma relagao
de comensalismo com o seu hospedeiro. Porém pode estar associada a diversos casos
de otite média, sinusite, pneumonia adquirida na comunidade e meningite, sendo
responsavel por milhares de mortes anuais em todo o mundo. S. pneumoniae apresenta
diversos fatores de viruléncia que proporcionam ao patégeno uma disputa constante
contra o sistema imunoldgico para invadir e colonizar 6rgaos vitais do hospedeiro.
Dentre eles destaca-se capsula polissacaridica, secre¢cao de enzimas, peroxido de

hidrogénio entre outros.

Doencas polimicrobianas ou coinfecgdes podem ser causadas por dois ou mais
microrganismos podendo se apresentar de forma sinérgica/concomitante ou
sequencial. Elas sdo frequentes na comunidade, mas ainda pouco estudadas. Essa
interacdo pode ocorrer entre microrganismos de diferentes reinos, géneros, espécies
ou variantes fenotipicas dentro da mesma espécie. Ambos os microrganismos, C. gattii
e S. pneumoniae compartilham o mesmo sitio de infec¢do: pulméo e cérebro. Em 2008,
a OMS estimou que mais de 400.000 criangas menores de cinco anos vieram a obito
em decorréncia de infecgbes pneumocadcicas. Além disso a infecgao prévia pelo virus

HIV aumenta as chances de ocorréncia de doengas pneumocdcicas invasivas. Assim
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como S. pneumoniae, a infecgao causada por Cryptococcus spp apresentam indices
elevados de mortalidade, em especial, nos individuos portadores de HIV. O
pneumococo é frequente na comunidade, pacientes portadores de HIV, populagdo em
que a criptococose também ocorre em uma frequéncia elevada, pode ser colonizado
por dois ou mais microrganismos simultaneamente. Casos na literatura demonstraram
que as coinfecgcbes podem se tornar uma associagao perigosa causando grandes
prejuizos a esses pacientes e aos demais, principalmente, entre C. gaftii e S.

pneumoniae causando danos ao SNC.

Dessa forma, o presente trabalho tem o objetivo de avaliar a interagao entre
esses dois microrganismos em modelo murino. Avaliar o processo inflamatoério da
doenca e quais mecanismos sao utilizados para que ambos possam invadir o tecido
pulmonar e alcangar o SNC é de grande valia para que se possa compreender a
influéncia de um determinado patégeno pode exercer no hospedeiro na presenga de

outro.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar a interagao entre Cryptococcus gattii (Cg) e Streptococcus pneumoniae (Sp) em

modelo murino.

3.2. Especificos

>

Estabelecer um modelo experimental para testes in vivo de coinfecgado entre a

bactéria S. pneumoniae e o fungo C. gattii, de modo a:

. selecionar um in6culo nao letal de S.pneumoniae que possibilite a avaliagao da

coinfecgdo com C.gattii.

2. avaliar o clearance bacteriano em animais monoinfectados;

3. selecionar os tempos ideais de infeccado de S. pneumoniae em relacao a infeccao

4.

5.

por infeccao por C. gattii.

Avaliar a coinfec¢ao desses dois microrganismos em modelo murino, de forma

a determinar:

. a sobrevida dos animais;
. alteragbes comportamentais (protocolo SHIRPA);

. quantificagdo da carga fungica e bacteriana em érgéos alvos;

avaliagao do dano tecidual nos pulmdbes;

avaliacao da resposta inflamatéria via lavado broncoalveolar e quantificacdo de

citocinas;

6.

7.

identificagao do perfil celular nos pulmdes e no lavado broncoalveolar;

avaliacao da expressao de PARF.
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4, METODOLOGIA

4.1. Cinética de infeccao

4.1.1.Microrganismos

Para realizacdo das analises, a amostra clinica de C. gatti (linhagem L27/01)
pertencente a Colecdo de Culturas do Laboratério de Micologia — ICB-UFMG, foi
cultivada em meio ASD (Agar Sabouraud Dextrose — Difco) a 37°C durante 48 horas

e estocadas a 4°C.

Quanto a S. pneumoniae foi utilizada a linhagem ATCC® 6303™, sorotipo 3,
armazenada em freezer -80°C. O cultivo da bactéria se deu em meio Todd-Hewitt
(Acumedia) suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado por 12 horas

em estufa de 37°C e atmosfera de 5% de COa.

4.1.2. Animais experimentais

Para todos os experimentos foram utilizados camundongos machos da linhagem
C57BL/6 de cinco a seis semanas de nascimento e peso corporal aproximado de 23g.
Os animais foram obtidos do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas
Gerais (CEBIO), agua e ragao foram fornecidos ad libitum e os ciclos claro/escuro
foram mantidos. Previamente a cada ensaio, os animais foram anestesiados via
intraperitoneal com solugao de quetamina (80mg/Kg) e xilazina (15mg/Kg) diluidas em
PBS (Phosphate Buffer Saline -137mM NaCl, 2.7mM KCI, 8mM Naz2HPO4, 1.46mM
KH2POa).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacéo Animal, adotados pela Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA-
UFMG) sob autorizagao protocolo n° 313/2016.
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4.1.3.Preparo do inéculo e infecgao intratraqueal por C. gattii

Colbnias crescidas por 48horas a 37°C em ASD foram suspensas em PBS 1x
homogeneizadas e a contagem das células foi ajustada em Cémara de Neubauer
(NEW OPTIK) e a concentragao de células viaveis foi obtida apds a coloragao de Azul

de Tripan (Trypan Blue- Sigma Aldrich).

Neste trabalho foi utilizado o modelo de infecgao intratraqueal desenvolvido no
Laboratério de Micologia (UFMG) (Santos et al., 2014). Uma vez anestesiados, foi
feita antissepsia do local da incisdo com etanol 70%. Inicialmente, foi realizada uma
pequena incisdo medial longitudinal de, aproximadamente, 0,5 cm na pele posterior
ao mento do animal. Apds a separagao das camadas dos tecidos, os lobos da glandula
tireoide foram afastados usando uma pinga para exposi¢cao da traqueia. Para a
inoculagao utilizou-se micro seringa de 100 pyL (Hamilton) carregada com 30 uL de
uma suspensdo flungica contendo 1x10* leveduras viaveis de C. gattii. Animais
controles receberam 30 uL de PBS. Apds inoculagao, a pele foi suturada usando nylon

4-0 (BRASUTURE) e os animais foram acompanhados até completa recuperacéo.

4.1.4.Infeccao intranasal por S. pneumoniae

Conforme proposto por Tavares e colaboradores (2016), no dia anterior a infecgao
intranasal Sp foi plaqueado em meio Todd-Hewitt suplementado com sangue, como
descrito anteriormente, e incubada por 12 horas em estufa a temperatura de 37°C e
atmosfera de 5% de CO2. Em seguida as bactérias foram colocadas em 10 ml de caldo
Todd-Hewitt e incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO:2 até que fosse atingida a
fase exponencial de crescimento - densidade optica (D.O.) de 0.4 (600 nm). Apds
centrifugagao e duas lavagens com salina 0.9% estéril apirogénica, com o objetivo de
se remover o meio de cultura, o pellet foi ressuspenso em 1ml de salina. Diluigcdes
seriadas foram realizadas para que se obtivesse o indculo desejado (102 — 107) em 30
ML de solugéo (Tavares et al., 2016). Para todos os experimentos os indculos foram
confirmados por plagueamento da suspensao bacteriana. Os animais foram
infectados de forma intranasal, apds anestesia e animais controles receberam 30 pL
de PBS.
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4.1.5.Padronizagao do inéculo de S. pneumoniae

Inicialmente, foi avaliada a sobrevida dos animais infectados com diferentes
inéculos bacterianos para que fosse possivel estabelecer um inéculo nao letal que
permitisse avaliar influéncia da infecgdo bacteriana na criptococose causada por C.
gattii. Os animais foram anestesiados e infectados com os seguintes in6culos de Sp:
1x103, 1x10%, 1x10°%, 1x10% e 1x10” UFC de bactéria.

4.1.6. Clearance bacteriano

Ap0s a determinagao do indculo ideal (ndo letal). Animais foram infectados com
1x103 UFC de bactéria e os animais foram eutanasiados para a quantificagdo de UFC
ap6s quatro, sete, dez e quinze dias de infeccdo com Sp. Os animais foram
anestesiados, eutanasiados e os 6rgaos, pulmao e cérebro, foram coletados, pesados
e macerados em 1 ml de PBS. Foram plaqueados 50 uL de homogenato de 6rgéaos
em Todd Hewitt suplementado com sangue, as placas foram incubadas em estufa a
37°C em atmosfera de 5% de CO2 por 12 horas, para posterior contagem e

confirmagao microscopica das colénias bacterianas.

4.1.7.Padronizagcao do modelo murino de coinfecgao

Padronizado o inéculo ndo letal de Sp, uma nova curva de sobrevida foi
realizada para se estabelecer o melhor modelo de infecgao dos animais com os dois
patdgenos. Sendo assim, animais foram infectados com Sp sete e quatro dias antes
da infeccao de Cg e sete e quatro dias depois da infecgao fungica, conforme esquema

a segquir.

Dia-7 Dia-4 Dia 0 Dia+ 4 Dia+7

Infeccio por Sp sete dias Infecgdo por Sp quatro dias  Infecciio por Infecgdo por Sp quatro dias  Infecgdo por Sp sete dias
antes da infec¢do por Cg  antes da infeccdo por Cg Cg depois da infecgdo por Cg  depois da infecgdo por Cg

Figura 3. Esquema dos modelos de coinfec¢ao testados no trabalho. Considera-se o tempo de
infecdo por Cg (Dia 0). Os sinais (-) demonstram que a infecgao por Sp foi feita anteriormente a infeccao
por Cg. Os sinais (+) sinalizam que a infecgdo por Sp foi feita posteriormente a infecgdo por Cg. Ja os
numeros 4 e 7 apontam a quantidade de dias em relagao ao dia 0 (infecgéo por Cg).
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Os camundongos foram monitorados, diariamente, quanto a sobrevida, perda

de peso e alteracdo de comportamento por meio do protocolo SHIRPA.

4.1.8.Protocolo SHIRPA

Durante a analise de sobrevida, a morbidade foi estudada pela determinagao
do perfil comportamental dos animais utilizando-se o protocolo SHIRPA (Smith Kline/
Harwell/ Imperial College/ Royal Hospital/ Phenotype Assessment- SHIRPA). O teste
€ composto por trés etapas nas quais sao avaliadas, respectivamente, perfil
comportamental e funcional, andlise patolégica (manifestagdes gerais) e analise de
disfungdo neuroldgica (Rogers et al., 1997). Para a analise observacional trés
categorias funcionais foram utilizadas, sendo elas: estado neuropsiquiatrico,
comportamento motor e fungdo autbnoma. O protocolo baseia-se em testes
individuais que fornecem dados quantitativos por meio de escore sobre o0 desempenho
funcional dos animais. Esse desempenho é comparado entre os animais e ao longo
do tempo entre os grupos. Conforme descrito por Lackner et al. (2006), em cada

categoria foram observados os parametros descritos na tabela 1.

Categoria funcional Parametros
Estado neuropsiquiatrico Atividade espontanea.
Comportamento motor Posigao corporal, tremor, ambulacéo,

elevagao pélvica, encurvamento de tronco.

Funcao autbnoma Miccao, defecagao, taxa de respiracao,
piloeregao, cor da pele, batimentos

cardiacos.

Tabela 1. Protocolo SHIRPA. Parametros utilizados para avaliacao das categorias funcionais.

4.1.9.Determinacao das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

Baseado nos resultados obtidos nos estudos de tempo de sobrevida e

progressao da doencga, novos grupos de animais (n=6) foram infectados por Sp quatro
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dias depois da infeccdo por Cg e eutanasiados para determinacdo da carga

microbiana em diversos 6rgaos. Os grupos analisados e a dindmica de infecgcao foram:
Grupo 1 Cg= Animais monoinfectados com C. gattii
Grupo 2 Cg+Sp= Animais coinfectados
Grupo 3 Sp= Animais monoinfectados com S. pneumoniae
Grupo 4 Ni= Animais nao infectados
O esquema a seguir ilustra a sequéncia de infec¢gdes dos animais e 0 momento

da eutanasia.

Dia 0 Dia +4 Dia +7

| | | =
} } }

Infeccdo por Cg Infecgdo por 5p Eutandsia dos
dos Grupos1e2 dos Grupos2e3 animais

Figura 4. Esquema representativo da dindmica de coinfecg¢ao utilizada no trabalho. Os animais
do grupo 1 e 2 receberam carga fungica (dia 0). Quatro dias ap6s a infecgéo por Cg o grupo coinfectado
(grupo 2) e o grupo monoinfectado por Sp (grupo 3) receberam carga bacteriana. No sétimo dia apds
a infecgdo por Cg e terceiro dia apds a infegao por Sp, todos os animais foram eutanasiados.

No sétimo dia de infecgdo por Cg os érgédos foram removidos, cirurgicamente,
pesados e triturados em 1 ml de PBS. O volume de 50uL de cada homogenato dos
orgaos e do lavado broncoalveolar (LBA) foi plaqueado para crescimento fungico, em
duplicata, em ASD suplementado com penicilina/estreptomicina (100Ul / ml) e
cloranfenicol (0,1mg / ml), as placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 horas.
A confirmagao da presenga da levedura foi realizada por microscopia 6Optica utilizando
tinta nanquim e as colénias foram contabilizadas opticamente. Ja para a quantificacédo
da carga bacteriana, 50 yL do mesmo homogenato foi plagueado em Todd Hewitt
suplementado com 5% de sangue mais fluconazol (8ug / ml), as placas foram
incubadas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de COg2, durante 12 horas. As
colonias foram contabilizadas opticamente, observando aspectos da colénia. S.
pneumoniae quando cultivada em agar sangue forma colénias com halo esverdeado

resultante da capacidade da bactéria em realizar hemdlise parcial do sangue
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produzindo bilirrubina e biliverdina (o hemdlise). A confirmagdo da presenca da
bactéria foi feita pelo método de Gram e analisada em microscépio éptico. Os dados
foram expressos em quantidade de UFC/g de érgaos e UFC/ml de lavado. Os 6rgaos

analisados foram: pulmao, figado, bago e cérebro.

Também foi quantificado UFC em animais infectados apenas com Cg e
eutanasiados quatro dias apds a infecgcdo. Para este ensaio os grupos foram de
animais Ni (animais n&o infectados) e Cg 4dias. Os o6rgados foram removidos,
cirurgicamente, pesados e triturados em PBS, conforme metodologia citada acima. O
volume de 50 pL de cada homogenato dos érgaos e do lavado broncoalveolar foram
plagueados para crescimento fungico, em duplicata, em ASD suplementado com
cloranfenicol (0,1mg / ml), as placas foram mantidas em estufa a 37°C por 48 horas.
A confirmac&o da presenca da levedura foi realizada por microscopia utilizando tinta

nanquim e as coldnias foram contabilizadas opticamente.

4.2. Marcadores inflamatorios

4.2.1.Contagem total e diferencial de leucécitos

Para a contagem total e contagem diferencial de leucécitos, mononucleares e
polimorfonucleares, o LBA do ensaio anterior 4.1.9 foi centrifugado a 1200 rotagdes
por minuto (rpm), a 4°C, por 5 minutos, e o pellet celular resultante foi suspenso em
100 pL de BSA (Albumina de soro bovino) 3% (Sigma). Para contagem diferencial
entre neutrofilos e leucécitos mononucleares, foram confeccionados esfregacos em
Cytospin (Thermo), a 450 rpm, por 5 minutos (Maxeiner et al., 2007), que foram
coradas com Pandtico Rapido (LABORCLIN), conforme protocolo de coloragao
sugerido pelo fabricante. Para a realizagdo da contagem diferencial de células no
aumento de 100 vezes no microscopio Optico. As células foram diferenciadas em
mononucleadas e polimorfonucleadas, através de trés contagens em campos

aleatorios totalizando cem células em cada contagem.
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4.2.2.Processamento dos pulmoes para analise de MPO/NAG

Para os ensaios de MPO/NAG e dosagem de citocinas, os pulmdes obtidos
apo6s sacrificio foram descongelados e homogeneizados em tampao | (0,1M NacCl,
0,02M NaPOg4; 0,015M NaEDTA) pH 4,7 (1mL/100mg), utilizando um homogeneizador
de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA). Apés centrifugagao
(10.000 rpm; 4°C; 10 minutos), descartou-se o sobrenadante. O precipitado foi
submetido a lise hipoténica (0,75 ml de solugdo 0,2% de NaCl/100 mg de tecido,
durante 30 segundos), para o rompimento de hemacias. Decorrido esse tempo,
adicionou-se 0,75 ml de solugdo de NaCl/100mg 1,6% (p/v) com glicose 5% (p/v) para
cada 100 mg de tecido, a solugéao final foi homogeneizada e dividida igualmente em
dois tubos eppendorfs, um para MPO e outro para NAG. Esses volumes foram
centrifugados (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos). O sobrenadante foi novamente
desprezado. Nos tubos para analise de MPO adicionou-se 800 uL de tampéao fosfato
(0,05 mol/L de NasPO4 e 0,5% (p/v) de hexadecil-trimetil brometo de aménia (HETAB),
pH 5,4) e para o ensaio de NAG adicionou-se salina 0.9% com 0,1% v/v de Triton X-
100, sendo coletado o sobrenadante. Apés novamente homogeneizada, a amostra foi
congelada em freezer -80°C para posterior realizagdo de ensaio enzimatico
MPO/NAG.

4.2.3.Dosagem da atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

Para dosagem da enzima mieloperoxidase, a suspensao obtida no
processamento dos pulmdes foi submetida a trés ciclos de congelamento e
descongelamento em nitrogénio liquido e centrifugadas por 15 minutos a 10.000 rpm,
coletando-se o sobrenadante. O ensaio foi conduzido adicionando-se 25 ul da amostra
em duplicata em placa de 96 pogos (o tampao Il — 25 pl/pogo corresponde ao branco).
A reacédo se iniciou pela adigdo de 25 pl de 3,3’-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck) com
concentracao final de 1,6 mM as amostras e incubagao a 37°C por 5 minutos. Ao final
desta etapa adicionou-se 100 pl de H2SO4 (1M) para término da reagéo. As placas
foram lidas em espectrofotdmetro (450 nm). A curva padrdo, que serve para a

comparagao das absorbancias observadas, refere-se a densidade 6tica resultante da
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reacdo da atividade de MPO de neutrdfilos purificados e igualmente processados,
obtidos da cavidade peritoneal de camundongos, apds indugao com caseina 5%. Os
resultados foram expressos como numero relativo de neutréfilos por mg de tecido
(Russo et al., 2009).

4.2.4. Atividade de N -acetil-B- D- glucosaminidase (NAG) nos

tecidos infectados

O acumulo de macrofagos no tecido pulmonar foi avaliado, indiretamente, pelo
ensaio de atividade enzimatica da N -acetil-3- D- glucosaminidase (NAG). O material
congelado no item 4.2.2 foi utilizado para o ensaio de NAG. O sedimento foi suspenso
e homogeneizado em 1ml de salina 0.9% com 0,1% v/v de Triton X-100, centrifugado
por 10 minutos a 10.000rpm, e o ensaio foi realizado com o sobrenadante coletado.
Os niveis de NAG foram determinados pela alteracdo na densidade o6tica (D.O.)
durante leitura em espectrofotdmetro de microplacas com comprimento de onda de
400nm utilizando o substrato p-nitrofenil-N-acetil-B-D-glicosaminidina (SIGMA) e
tampao glicina 0,2M (pH 10,6). Os niveis de NAG foram calculados a partir de uma
curva padrao da atividade de NAG expressa a partir de macréfagos obtidos da
cavidade peritoneal de camundongos com tioglicolato 3%. Os resultados foram

expressos em numero relativo de macrofagos por mg de tecido.

4.2.5.ELISA para quantificagao de citocinas

Para dosagem de citocinas nos pulmdes, 100 mg de tecido foram
homogeneizadas numa solu¢do de PBS contendo inibidor de proteases (0,1 mM
“phenylmethilsulfonyl fluoride”, 0,1 mM “benzethonium chloride”, 10 mM “EDTA” e 80
Kl de aprotinina A) e 0,05% v/v de “Tween 20", na proporgao de 0,1 g de tecido para
cada 1 ml de solucdo, 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. Os lavados broncoalveolares obtidos no sacrificio foram
centrifugados 1.200rpm por 10 minutos a 4°C, o pellet foi coletado para o ensaio de

imunofenotipagem celular e o sobrenadante para quantificagdo de citocinas.
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A partir dos sobrenadantes dos LBA e extratos dos pulmdes obtidos foi
realizado ensaio de ELISA para dosagem citocinas de IL-1B, TNF, IFN-y, IL-17, IL-
12p70 conforme orientagbes do fabricante (R&D System), com modificagdes como
segue: foram transferidos 50 pL/pogo do anticorpo de captura (diluido na
concentragdo recomendada pelo fabricante) para uma placa de ELISA (Maxisorp®,
Nunc). A placa foi selada e incubada por 16-18 horas a temperatura ambiente (TA),
para que sensibilizacido ocorresse nesse periodo. Apos desprezar o anticorpo de
captura, os pogos da placa foram lavados com tampao de lavagem, repetindo o
processo no minimo 3 vezes. Em seguida, foi realizado o bloqueio da reagdo com 1%
de albumina bovina diluida em PBS por 2 horas a temperatura ambiente, de forma
que nao houvesse ligacao inespecifica durante o ensaio. Apds desprezar o tampao
de bloqueio, os pogos foram lavados e a eles acrescentou-se 50uL de lavado
broncoalveolar (LBA), e material do pulmao processado, seguido de incubagéo por 2
horas a TA. Os pocos foram lavados e o volume de 50uL dos anticorpos de deteccao
biotinilados diluidos foram adicionados, e a placa incubada por 2 horas a TA. A
deteccéo foi realizada pela incubagdo com estreptavidina-HRP (R&D Systems) que
foi diluida e acrescentada em cada pogo. Neste momento, a placa foi protegida da luz
e incubada durante 20 minutos a TA. Os pocgos foram lavados e adicionou-se 50 uL
da solugédo substrato TMB (R&D Systems) a placa foi incubada durante 20-30 minutos
a TA. Finalmente, 50 uL de solugéo stop (H2SO4 1M) foram adicionados a cada pogo.
Apods 15 minutos, foi entdo realizada a leitura a 490 nm em leitor de microplacas
(Multiskan FC, Thermo Scientific). A cor obtida pela reagao é diretamente proporcional
a concentragao da citocina na amostra analisada. As absorbancias obtidas pela leitura
foram comparadas a uma curva padrao contendo concentragdes conhecidas de cada

citocina analisada, fornecida no kit.

4.2.6.Imunofenotipagem celular no lavado broncoalveolar

Além de verificar carga fungica e bacteriana no lavado broncoalveolar foi
realizada também analise do perfil celular por citometria de fluxo. Para tanto, as
células obtidas do lavado foram marcadas com diferentes combinagdes de anticorpos
monoclonais fluorescentes (BD Pharmingen) especificos para classificacdo das

populacdes celulares. Inicialmente, células Unicas foram separadas por tamanho e
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granulosidade, de modo que eventos muito pequenos foram excluidos e dentro desta
populagdo, foram identificados os leucdcitos (CD45M9"). Dentro desta populagao,
inicialmente estabelecemos os eventos Ly6G"9" e CD11bHi9" como neutrdfilos. Dentre
os eventos CD45" restantes, a populagdo de macréfagos foi posteriormente
diferenciada de acordo com os perfis de expressao CD11b/CD11c e definidas como:
macrofagos residentes alveolares (F4/80+CD11cHi9") e macréfagos intersticiais
(F4/80+CD11ct°%) (Vago et al.,, 2015). Em cada uma dessas populagbes de
macrofagos, foram definidas as que sdo positivas para CD206 (macrofago
expressando o fendtipo M2) e que sao positivas para MHC-Il (macréfagos
expressando o fendtipo M1). A citometria de fluxo foi realizada utilizando BD Canto Il
(BD Biosciences) com FACS Diva Software (BD Biosciences), e a analise foi realizada
utilizando FlowJo Software Versao 10 (Tree Star, Inc., EUA). A estratégia utilizada

para o gating das populag¢des esta ilustrada no anexo.

4.2.7. Analise histopatolégica

Para analise histopatolégica no pulmao, quatro animais por grupo foram
infectados, conforme os grupos descritos anteriormente, e eutanasiados no mesmo
tempo que o ensaio 4.1.9 quantificacdo da carga microbiana. Antes da eutanasia, os
animais foram devidamente anestesiados e apds a perda total dos reflexos, os 6rgaos
foram removidos. Cérebro e pulmdo de cada animal foram fixados em formalina
tamponada 10% e embebidos em parafina para a realizagdo de secgdes histoldgicas
(5 pm) que foram coradas com Hematoxicilina-Eosina (HE); e posteriormente
examinadas ao microscopio Optico para analise e comparagado das alteragdes
teciduais resultantes das infecgdes propostas para cada grupo. O tipo e intensidade
do infiltrado inflamatério foi avaliado, sendo 0= ausente, 1= discreto, 2= moderado ou

3= intenso.

4.3. Expressao do Receptor do Fator de Ativagcao Plaquetaria (PAFR)

4.3.1.Extracdao de RNA e analise da expressao de PAFR por qPCR

A quantificacdo da expressdo de PAFR foi determinada em fragmentos de

pulméo, que foram submetidos a extracdo de RNA e gPCR (PCR quantitativa) para
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avaliar a expressao do gene ativador de PAFR. O RNA total foi extraido de 50mg de
tecido pulmonar utilizando TRIzol™ Reagent (Invitrogen) seguindo o protocolo do

fabricante.

Foi obtido o cDNA, utilizando o iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), seguindo
as recomendacdes do fabricante. A expressao do gene que codifica PAFR foi avaliada
por PCR em tempo real (QPCR) utilizando Fast SYBR™ Green (Thermo Fisher
Scientific) e primers especificos designados como forward 5 @ -
CCTCCCACTGTGGATTGTC TACT - 3’ e reverse 5' - GCCACGTTGCACAGGAAGT
- 3. Os resultados foram analisados seguindo o método 299t ysando o gene18s do
rRNA como o gene enddégeno normalizador. Os resultados normalizados foram

relacionados ao grupo Ni (animais nao infectados) (Menezes-Garcia et al., 2014).

4.4. Analise estatistica

As diferengas entre as médias foram comparadas utilizando-se analise de
variancia (One Way ANOVA) com pés teste Tukey- multiplas comparagdes. Na
comparacgao entre dois grupos foi utilizado o teste T de Student / Mann-Whitney test.
Para analises histopatoldgicas foi utilizado analise de variancia ANOVA com pos teste
de Kruskal Wallis. Os resultados foram considerados significativos quando valor de p
< 0.05. As curvas de letalidade, construidas no mesmo software, foram comparadas
utilizando o teste Log-rank. Para a constru¢ao dos graficos, foi utilizado o software
GraphPad PRISM versao 7.0.
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5. RESULTADOS

5.1. A infeccdao secundaria de S. pneumoniae durante a criptococose

aumenta a morbidade e mortalidade dos animais

5.1.1.Padronizacao do in6culo de S. pneumoniae

Com o objetivo padronizar um indculo bacteriano n&o letal que permitisse
avaliar como a infecgdo por S. pneumoniae interfere na criptococose, os animais
foram infectados com cinco indculos diferentes (103, 104, 105 108 e 107 UFC) e
avaliados quanto a letalidade. A sobrevida é dependente do indculo administrado nos
animais (Figura 5). Os animais infectados com 103 UFC apresentaram o percentual
100% de sobrevida apos a infecgdo bacteriana (Figura 5. A). O indculo 10 levou a
morte de 60% dos animais, assim como o indculo 10°. Os grupos infectados com os
indculos de 108 e 107 apresentaram taxa de 20% de sobrevida até o quarto dia de

infeccao.
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Figura 5. Curva de sobrevida para selegdo de inéculo de Sp nao-letal. Cinco animais C57BL/6
machos por grupo foram infectados via intranasal com diferentes inéculos de S. pneumoniae, a
sobrevida foi acompanhada diariamente e expressa em porcentagem. (A) Curva de sobrevida de
animais infectados com inécuos de 103 e 104 UFC. (B) Curva de sobrevida de animais infectados com

indcuos bacterianos de 10°, 108 e 107 UFC. As curvas foram comparadas utilizando o teste Log-rank.

5.1.2. Clearance bacteriano

A fim de se avaliar a eliminagao sistémica da bactéria, os animais foram
infectados com a escolha do indculo no ensaio anterior (102 UFC) e eutanasiados para
a quantificacdo de UFC no espaco alveolar, pulméo e cérebro. Os animais foram
acompanhados e eutanasiados quatro, sete, dez e quinze dias apds a infecgao

bacteriana. Quatro dias apos inoculagdo de 103 UFC de Sp, foi detectada carga
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bacteriana em todos os 6rgados analisados. Apds a chegada ao trato respiratério
inferior, a carga bacteriana permaneceu inalterada no espaco alveolar até o ultimo dia
analisado (15° dia apds inoculagao) (Figura 6. A). O mesmo evento foi observado no
parénquima pulmonar (Figura 6. B) e, utilizando este inéculo, ndo foram recuperadas

coldnias de Sp do cérebro a partir do sétimo dia (Figura 6C).

A B

Log,o UFC/mL LBA
Log,o UFC/g Pulmaéo
[N}
|

ND
4 7 10 15 4 7 10 15

Dias apés infecgao Dias apés infecgdo

Log,o UFC/g Cérebro

Dias apo6s infecgédo

Figura 6. Clearance bacteriano. Cinco animais C57BL/6 machos por grupo foram infectados via
intranasal com indculo de 103 UFC de Sp para quantificagdo da carga bacteriana 4, 7, 10 e 15 dias apds
inoculagdo. LBA, pulmao e cérebro foram removidos cirurgicamente e em (A) esta representada a
quantificagdo de UFC/mL de LBA, em (B) UFC/g de pulmao e em (C) UFC/g de cérebro. Teste utilizado
para as analises: ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test.

5.1.3.Cinética de coinfecgao

A curva de sobrevida apresentada na figura (Figura 7. A) demonstra, com
excegdo dos animais monoinfectados com 103 UFC de Sp e animais nao infectados

(Ni), 100% dos animais dos demais grupos sucumbiram a infec¢do causada por Cg,
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Sp e coinfectados por Cg e Sp. A letalidade de 100% do grupo infectado com a
bactéria sete dias antes da infeccao fungica foi alcangada no vigésimo primeiro dia
apos a infecgdo, ocorrendo mais tardiamente quando comparada ao grupo Cg. Para
o grupo de animais infectado por Sp quatro dias antes da infecg¢ao fungica, 100% dos
animais vieram a oObito no vigésimo terceiro dia apds a coinfecgdo. A infeccao
secundaria por Sp, ou seja, os animais infectados com a bactéria quatro e sete dias
depois da infecgado por C. gattii, leva a morte de 100% dos animais até o décimo
segundo dia de coinfecgcdo. A letalidade nesses dois grupos € significativamente

(p<0,05) mais acentuada em relagéo ao grupo monoinfectado por Cg.

Em relagdo a perda de peso, representada na figura 7. B, os grupos
coinfectados, com excec¢éo do grupo (Cg+Sp +4d), perderam peso ao longo do tempo,
assim como o grupo monoinfectado por Cg. Esse ultimo apresentou queda de 24% do
seu peso até o décimo sétimo dia de infec¢ao, enquanto que os grupos que receberam
bactéria sete dias e quatro dias antes do indculo fungico perderam 23%, 18% do seu
peso inicial, respectivamente. Ja os animais do grupo infectado por Cg e em seguida
por Sp com o intervalo de sete dias (Cg+Sp +7d) perderam 17% do peso inicial, até o
décimo dia de infecgdo. Os animais do grupo infectado por Cg e quatro dias depois
coinfectados por Sp (Cg+Sp +4d) nao foi possivel observar perda de peso, pois eles
apresentaram sinais clinicos graves rapidamente, levando os animais ao 6bito a partir

do quinto dia apds a coinfeccgao.

Os resultados apresentados sao indicativos de comorbidade nos animais, mais
precisamente naqueles grupos que receberam uma infecgéo primaria por Cg seguida
da infecgao por Sp com o intervalo de quatro dias. Neste grupo a letalidade de 100%

dos animais foi observada em um menor tempo.
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Figura 7. Cinética de coinfecgao. Seis animais C57BL/6 machos por grupo foram monoinfectados por
Cg, Sp ou coinfectados por Cg e Sp. A sobrevida e o peso foram acompanhados diariamente e os
dados foram expressos em percentual de sobrevida (A) e percentual de perda de peso (B). Nota: Ni
(animais nao infectados), Sp (animais infectados por Sp), Cg (animais infectados por Cg), Sp+Cg-7d
(animais infectados por Sp sete dias antes a infecgdo por Cg), Sp+Cg-4d (animais infectados por Sp
quatro dias antes a infecgdo por Cg), Cg+Sp+4d (animais infectados por Sp quatro dias depois da
infecgéo por Cg), Cg+Sp+7d (animais infectados por Sp sete dias depois da infecgédo por Cg). A curva
de sobrevida foi comparada utilizando o teste Log-rank. Para analise do grafico de peso foi realizado
calculo de area sob a curva e ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test. * diferenga estatistica em

relagdo ao grupo Cg.
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5.1.4. Analise comportamental e funcional dos animais

Para avaliagdo comportamental e funcional, desses animais, foi aplicado o
protocolo SHIRPA. O protocolo baseia-se em testes individuais que fornecem dados
quantitativos por meio de escore sobre o desempenho funcional dos animais. Esse
desempenho € comparado entre os animais e ao longo do tempo entre os grupos. Os
animais nao infectados obtiveram escores mais elevados por ndo apresentarem
comorbidades. Os animais infectados por Sp com o inéculo 10° apresentaram o
mesmo desempenho do que os animais Ni. Animais infectados por Sp quatro dias
depois da infecgdo fungica, apresentaram maior queda de escore em menor tempo
nos parametros analisados: comportamento motor (Figura 8. A), estado
neuropsiquiatrico (Figura 8. B) e fungdo auténoma (8. C) em relagdo ao grupo Cg
(p<0,05). Os grupos de animais infectados por Sp e em seguida por Cg (Sp+Cg-7d;
Sp+Cg-4d) e os animais infectados por Cg seguido da infeccdo por Sp com intervalo
de 7 dias (Cg+Sp+7d) apresentaram queda no escore nos trés parametros analisados,
porém em maior tempo. Dessa forma o grupo, coinfectado primeiramente por Cg e em
seguida por Sp com 4 dias de intervalo (vermelho), foi selecionado como modelo para

as demais analises.
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Figura 8. Analise comportamental. Seis animais C57BL/6 machos por grupo foram monoinfectados

com Cg, Sp ou coinfectados com Cg e Sp e analisados quanto a morbidade utilizando parametros
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comportamento motor (A), estado neuropsiquiatrico (B) e funcdo autbnoma (C) do Protocolo SHIRPA.
Nota: Ni (animais ndo infectados), Sp (animais monoinfectados por Sp), Cg (animais monoinfectados
infectados por Cg), Sp+Cg-7d (animais infectados por Sp sete dias antes a infecgdo de Cg), Sp+Cg-4d
(animais infectados por Sp quatro dias antes a infecgédo de Cg), Cg+Sp+4d (animais infectados com Sp
quatro dias depois da infecgao por Cg) e por ultimo o grupo Cg+Sp+7d (animais infectados com Sp
sete dias depois da infecgédo por Cg). Para as analises dos graficos acima foram realizados célculo de
area sob a curva e ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test. * diferenca estatistica em relacéo ao

grupo Cg.

Além dos resultados aqui demonstrados: sobrevida, peso, SHIRPA, durante os
ensaios, 0s animais coinfectados apresentaram sinais clinicos sugestivo de
conjuntivite bacteriana causada por S. pneumoniae explicitando a morbidade desses

animais (Figura 9).

Figura 9. Animais C57BL6 com quadro clinico de conjuntivite. Foto tirada dos animais nao
infectados (Ni) a esquerda e animais coinfectados a direita. Durante a execugao dos ensaios os animais
apresentavam sinais clinicos visiveis, sugestivos de conjuntivite bacteriana.
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5.2. A coinfecgao altera o curso da criptococose causada por C. gattii e

acentua o quadro de infecg¢ao bacteriana.

5.2.1.Quantificagdao da carga microbiana

Quantificamos a carga fungica nos animais monoinfectados por Cg quatro dias
apos a infecgdo. Para isso, um novo grupo de animais recebeu indculo fungico e foi
eutanasiado no mesmo dia em que um possivel grupo infectado por Cg receberia o

indculo bacteriano.

No quarto dia de infeccdo por Cg, os animais ja apresentaram carga fungica
em todos os 6rgéos avaliados, e migracdo do fungo para o SNC, com excec¢édo do
baco (Figura 10), confirmando a infecgdo. A carga fangica no LBA foi de
aproximadamente 10* UFC/mL, ja no pulméo foi de 10° UFC/mL, ou seja, a carga
fungica no parénquima pulmonar é maior do que a do LBA (p<0,05). Com diferengas
significativas, a carga fungica no pulmao foi maior quando comparado ao figado, ao
baco e ao cérebro (p<0,05). Este ultimo 6rgdo apresentou 102 UFC/ml. Ndo ha

diferenca estatistica ente a carga fungica observada no figado e no cérebro.
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Figura 10. Avaliacdo da carga fungica em grupo monoinfectado por Cg. Seis animais C57BL/6
machos por grupo foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104
C. gattii. Apés quatro dias de infecgao foi quantificada carga fungica no LBA, pulmao, figado, baco e
cérebro. Os valores foram expressos em Logio UFC/mlI de LBA ou UFC/g de érgdo. As barras acima
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das colunas indicam diferencga estatistica (p<0,05). ND: ndo-detectado. Teste utilizado para as analises
ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test.

Estabelecido o melhor protocolo para os estudos de coinfecgao, novos animais
foram coinfectados para quantificagdo da carga bacteriana e fungica no espaco
alveolar (LBA), pulméo, figado, bago e cérebro. Primeiramente os animais foram
infectados por Cg e quatro dias depois por Sp. Os mesmos foram eutanasiados no
terceiro dia de coinfecgdo, pois a curva de sobrevida apresentada na Figura 7. A
demonstra que a partir do quinto dia de coinfecg¢ado, ha perda de 40% dos animais.
Escolhemos entdo o terceiro dia apds a coinfecgao para que o numero de réplicas nao
fosse comprometido, além disso, neste dia os animais ja apresentavam quadro clinico

grave, com piloerecéo, dificuldade de locomogéao e tremor.

No LBA (Figura 11. A) observou-se diferenga estatistica (p<0,05) da carga
bacteriana no grupo coinfectado em relagéo ao grupo monoinfectado (barras brancas).
No grupo monoinfectado, apenas por Sp foi encontrado 10* UFC / ml, mas quando
observamos o grupo coinfectado, a carga bacteriana aumentou, e, foi encontrado total
de 10% UFC / ml de fluido alveolar. O mesmo néao foi observado com a carga fungica
(barras pretas), pois ndo houve diferenca significativa entre os grupos monoinfectado
Cg e o coinfectado. No grupo monoinfectado por Cg e no grupo coinfectado a carga
fungica encontrada foi de 10° UFC / ml. Nesse ensaio, observou-se também que nos
grupos monoinfectados, a carga fungica é significativamente maior do que a carga
bacteriana (p<0,05). Ou seja, a carga fungica (10° UFC/mL) é 10 vezes maior do que
a bacteriana (10* UFC/mL), (p<0,05). O inverso é observado nos grupos coinfectados,
enquanto a carga fungica é similar a aquela encontrada no grupo monoinfectado, a
bacteriana, por sua vez, é aproximadamente, 10 vezes maior do que a fungica no

grupo coinfectado (p<0,05).

No pulméao (Figura 11. B), nos grupos monoinfectados, a carga fungica é
significativamente maior do que a carga bacteriana (p<0,05), enquanto no primeiro foi
encontrado 10® UFC / g, a carga bacteriana foi de aproximadamente 10° UFC / g.
Assim como observado no LBA, no grupo coinfectado, a carga bacteriana (107 UFC /
g) superou estatisticamente a fungica (106 UFC / g) (p<0,05). J4 em comparagio a
carga fungica o grupo coinfectado apresentou menor carga microbiana do que o grupo

monoinfectado. O que ndo foi observado na quantificagdo bacteriana, os animais
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coinfectados apresentaram aumento na carga microbiana (p<0,05). Enquanto que no
grupo monoinfectado foi observado 10° UFC / g de Sp, na presenga do fungo foi
encontrado 107 UFC/g de Sp.

No figado (Figura 11. C), nos grupos monoinfectados, observou-se 10" UFC/g
de Cg e Sp néo foi detectado neste 6rgdo. Nao foi observado carga bacteriana no
grupo monoinfectado apenas com Sp, o grupo coinfectado apresentou 10* UFC/g de
bactéria, sendo estatisticamente maior do que o monoinfectado (p<0,05). Avaliando a
carga fungica, nos animais infectados apenas por Cg foi estatisticamente maior com
o grupo coinfectado (p<0,05). Ja a carga bacteriana apresentou aumento, no grupo
monoinfectado n&o foi detectada bactéria neste 6rgado, mas na presenga do fungo foi
encontrado 10* UFC/g (p<0,05).

No bago (Figura 11. D) ndo houve recuperagdo microbiana nos grupos
monoinfectados e nao houve recuperagao fungica no grupo coinfectado. Observou-se
apenas quantificagdo na carga bacteriana no grupo coinfectado, foi observada
diferenga estatistica entre a recuperagao bacteriana no grupo monoinfectado e no

coinfectado (p<0,05), uma vez que, a bactéria so foi encontrada na presenca do fungo.

No cérebro (Figura 11. E), entre os grupos monoinfectados, a carga fungica &
maior do que a carga bacteriana, enquanto que no grupo Cg foi encontrado 10?2 UFC/g,
no grupo Sp foi encontrado 10" UFC/g (p<0,05). J&4 nos grupos coinfectados é
observado evento inverso, a carga fungica nao foi detectavel, ja a carga bacteriana foi
de aproximadamente 10° UFC/g (p<0,05). Comparando a carga bacteriana do grupo
monoinfectado Sp com o coinfectado, observa-se aumento na quantificacdo desta.
Enquanto que nos animais infectados apenas por Sp foi recuperado 10 UFC/g na
presencga do fungo este nimero sobe para 103 UFC/g (p<0,05). Ja em relagdo a carga
fungica, nos grupos monoinfectado Cg e coinfectado houve diferenga significativa,
sendo recuperado 102 UFC/g de 6rgdo nos animais monoinfectados e ndo sendo

recuperado fungo no grupo coinfectado (p<0,05).
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Figura 11. Anadlise de carga fungica e bacteriana em grupos mono e coinfectados. Seis animais
C57BL/6 machos por grupo foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao
contendo 1x10* C gattii. Quatro dias depois os animais foram infectados com uma suspensao de 30 pL
contendo 1x103 S. pneumoniae via intranasal. Os animais foram eutanasiados no terceiro dia de
coinfecgao foram obtidos LBA (A), pulmao (B), figado (C), bago (D) e cérebro (E) para a quantificacao
da carga microbiana. As colunas em preto representam carga fungica, colunas brancas representam
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carga bacteriana. Os gréficos foram divididos em grupos monoinfectados, a esquerda, Cg e Sp, e grupo
coinfectado, a direita, Cg+Sp. Os valores foram expressos em Logio UFC/g nos graficos que
representam os 6rgaos: pulmao, figado, bago e cérebro e para o LBA os valores foram expressos em
Log1o UFC/mI. ND: ndo-detectado. As barras acima das colunas indicam diferenga estatistica (p<0,05).
As analises estatisticas foram feitas usando Test t de Student/ Mann-Whitney test.

5.3. Durante a criptococose, a infecgcao secundaria por S. pneumoniae
altera o recrutamento celular, produgao de mediadores inflamatérios e

intensifica a resposta inflamatéria

5.3.1.Contagem total e diferencial de leucécitos

Os LBA dos animais eutanasiados no ensaio anterior 4.2.1 foram devidamente
processados e analisados em microscoépio 6ptico para a obtencdo do numero total de
leucdcitos (Figura 12.A) e contagem diferencial (Figura 12.B). O grupo coinfectado
apresentou maior numero de leucdcitos no LBA em comparacgao tanto ao grupo Ni,
quanto aos grupos monoinfectados Cg, Sp. Enquanto que nos animais foi encontrado

na ordem de 10° leucocitos/ml, nos demais grupos foi encontrado 10° leucdcitos/ml.

A figura 12.B. apresenta as diferengas entre células mononucleadas (MN) e
polimorfonucleadas (PMN) dentro dos grupos analisados. Tanto no grupo Ni, Cg e Sp
as células mononucleadas se apresentam em maior quantidade do que as
polimorfonucleadas (p<0,05), ndo houve diferenga estatistica entre essa populagao
celular do grupo Ni com os demais grupos monoinfectados (Cg e Sp), sendo
encontrado aproximadamente, 10° células mononucleadas/ml em cada um dos grupos
analisados. Ao observar as células polimorfonucleadas nestes mesmos grupos, o
grupo Ni apresentou menor quantidade de neutroéfilo no LBA. Os grupos Cg e Sp, para

essa mesma populagéo celular, apresentaram 10° e 10* PMN/ml, respectivamente.

No grupo coinfectado este perfil € alterado. A quantidade de células PMN é
10 vezes maior do que a populagdo de células MN (p<0,05). Houve diferenca
significativa entre a contagem de MN entre os grupos Ni, Cg, Sp e o grupo Cg+Sp
(p<0,05), sendo nesse ultimo observada maior quantidade de MN do que nos demais

grupos (p<0,05). A populagao de PMN também foi maior estatisticamente quando
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comparada com os grupos Ni, Cg e Sp (p<0,05), atingindo o total aproximado de 108

células PMN / ml.
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Figura 12. Contagem total e diferencial de leucdcitos. Seis animais C57BL/6 machos por grupo
foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 C. gattii. Quatro
dias depois os animais foram infectados com uma suspenséo de 30 uL contendo 1x10% S. pneumoniae
via intranasal. Os animais foram eutanasiados no terceiro dia para obtencado do LBA, processamento e
contagem total (A) - ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test- e diferencial de leucécitos (B) —T test
de Student. Ni: ndo infectado; Cg: animais monoinfectados com C. gattii; Sp: animais monoinfectados
com S. pneumoniae e o grupo Cg+Sp: animais coinfectados com Cg e Sp. As barras acima das colunas
indicam diferenga estatistica (p<0,05). Os dados s&o expressos em Log1o de leucdcitos / mL de LBA.
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5.3.2. Ensaio de MPO e NAG

Para analise da resposta inflamatoria os niveis de MPO e NAG do pulméao foram
quantificados. Dos mesmos grupos de animais analisados anteriormente quanto a
contagem de células no LBA, foram obtidos pulmdes para processamento (Figura 13).
O numero relativo de neutrdfilos foi medido, indiretamente, pela atividade da enzima
MPO (Figura 13. A). O grupo coinfectado apresentou maior numero relativo de
neutréfilos quando comparado ao grupo Ni. Ja em relagao aos grupos monoinfectados
com Cg e eutanasiados quatro e sete dias depois desta infec¢cdo, houve uma redugao
do influxo de neutréfilos. O grupo Cg 7d apresentou maior numero relativo de neutrdfilo

quando comparada ao grupo Cg 4d e ao grupo Cg 7d (p<0,05).

O numero relativo de macréfagos foi medido, indiretamente, pela atividade de
NAG (Figura 13. B). O numero de macréfagos foi maior no grupo coinfectado quando
comparamos com os demais grupos, Ni, Cg 4d, e Sp (p<0,05). A quantificacdo de
MPO e NAG, demonstrou que no grupo coinfectado € mais marcante recrutamento de

macrofagos do que neutrofilos (Figura 13).
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Figura 13. Quantificagdo de MPO e NAG no parénquima pulmonar. Seis animais C57/BL6 machos
por grupo foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 UFC de
C. gattii. Quatro dias depois, os grupos de animais (Cg+Sp e Sp) foram infectados com uma suspensao
de 30 pL contendo 1x10% UFC de S. pneumoniae via intranasal. O grupo Cg 4d foi eutanasiado quatro
dias depois da inoculagéo fungica; o grupo monoinfectado Cg 7d foi eutanasiado apds sete dias da
inoculagédo de Cg; e os grupos que receberam inéculo bacteriano foram eutanasiados trés dias apos a
inoculagdo bacteriana. Os pulmdes desses animais foram processados, analisados e quantificada a
populacao de neutréfilos e macrofagos indiretamente, por meio de numeros relativos das enzimas MPO
(A) e NAG (B). As analises estatisticas foram feitas usando ANOVA / Tukey’s multiple comparisons
test. Os dados sdo expressos em unidades arbitrarias e as barras acima das colunas indicam diferenca
estatistica (p<0,05).
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5.3.3. Quantificacado de citocinas no LBA e nos pulmdes

Com objetivo de aprofundar o conhecimento sobre resposta inflamatéria no
modelo de coinfeccado foram medidos os niveis das citocinas como IL-1B, TNF, IFN-y,
IL-17 e IL12p70 tanto em LBA (Figura 14) quanto no parénquima pulmonar (Figura
15). Em linhas gerais, os niveis de todas as citocinas inflamatorias analisadas foram
significativamente elevados nos grupos coinfectados em relagdo aos grupos
monoinfectados (p<0,05) e ao Ni (p<0,05) no LBA (Figura 14. A).

Na Figura 14.A, a produgédo da interleucina IL-1p foi estatisticamente maior no
grupo coinfectado do que os grupos monoinfectados Cg e Sp e também no grupo nao
infectado Ni (p<0,05). O fator de necrose tumoral (TNF) representado na figura 14 B,
nao foi detectavel nos grupos nao infectados e nos grupos monoinfectados Cg e Sp,
ja no grupo coinfectado houve produgao dessa citocina, sendo maior neste grupo do

que nos demais Ni, Cg e Sp (p<0,05).

Para IFN-y (Figura 14.C), houve diferenca estatistica no grupo coinfectado que
apresentou maior produgdo dessa citocina quando comparado com 0S grupos nao
infectado e monoinfectado com Cg e Sp (p<0,05). Na figura 14.D, nao foi detectado
producao de IL-17 no grupo monoinfectado Cg, mas houve produgédo significativa no
grupo coinfectado quando comparado ao grupo nao infectado e monoinfectado com
Sp (p<0,05).

E, por ultimo, a produgéo de IL-12p70, no grupo coinfectado aumentou quando
comparado com o grupo nao infectado, e os monoinfectados Cg e Sp, sendo
estatisticamente maior que os demais (p<0,05). Nao foram detectados niveis

expressivos dessa citocina nos animais nao infectados e no monoinfectado com Cg.
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Figura 14. Dosagem de citocinas no LBA. Seis animais C57BL/6 machos por grupo foram inoculados
por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 UFC de C. gattii. Quatro dias depois,
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os grupos coinfectados e monoinfectado por Sp, foram infectados com uma suspensao de 30 pL
contendo 1x103 UFC de S. pneumoniae via intranasal. Os animais foram eutanasiados no terceiro dia
de coinfecgédo para obtengéo do LBA. O infiltrado alveolar foi preparado para quantificagéo das citocinas
IL-1B (A), TNF (B), IFN-y(C), IL-17(D) e IL-12p70 (E). Ni: animais nao infectados; Cg: animais infectados
por C. gattii; Sp: animais infectados por S. pneumoniae; Cg+Sp: animais coinfectados conforme cinética
descrita acima. Os dados s&do expressos em pg / mL de LBA e as barras acima das colunas indicam
diferenca estatistica (p<0,05). As analises estatisticas foram feitas usando ANOVA / Tukey’s multiple
comparisons test.

No parénquima pulmonar, IL-13 também se apresenta elevada no grupo
coinfectado. A producéo dessa citocina foi estatisticamente maior neste grupo do que
nos demais, nao infectado, monoinfectado Cg e Sp (p<0,05) (Figura 15.A). Nao ha
diferencgas significativas na producao de TNF entre os grupos analisados. No grupo

n&o infectado e no monoinfectado Sp a producgao foi de TNF foi menor (Figura 15.B).

Na figura 15.C foi expressa a producéo de IFN-y, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos. No grupo Ni ndo foi detectado secrecado de IFN-y, no
grupo monoinfectado Cg, Sp e no coinfectado houve producéo dessa citocina, sem
diferenga. O grupo Cg apresentou aumento significativo na producéo de IL-17 no
pulm&o quando comparado com o grupo Ni (p<0,05) e com o grupo coinfectado
(p<0,05). Nao houve diferengcas estatisticas entre os grupos Sp, Ni e o grupo

coinfectado.

O mesmo acontece quando analisamos IL-12p70. A producao da citocina do
grupo monoinfectado Cg foi estatisticamente maior quando comparado com os grupos
Ni (p<0,05) e coinfectado (p<0,05). Nos grupos Ni, monoinfectado Sp e Cg+Sp, a
produgao se equiparou e nao houve diferenga estatistica entre os grupos.
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Figura 15. Dosagem de citocinas no parénquima pulmonar. Seis animais C57/BL6 machos por
grupo foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 por C. gattii.
Quatro dias depois, os grupos coinfectados e monoinfectado por Sp, foram infectados com uma
suspensdo de 30 pL contendo 1x103 UFC de S. pneumoniae via intranasal. Os animais foram
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eutanasiados no terceiro dia de coinfecgdo para obtencdo dos pulmdes. Os érgéos obtidos foram
devidamente processados para quantificagcado das citocinas IL-1B (A), TNF (B), IFN-y (C), IL-17 (D) e
IL-12p70 (E). Ni: animais ndo infectados; Cg: animais infectados por C. gattii; Sp: animais infectados
por S. pneumoniae; Cg+Sp: animais coinfectados conforme cinética descrita acima. Os dados s&o
expressos em pg / 100 mg de pulméo e as barras acima das colunas indicam diferenca estatistica
(p<0,05). As analises estatisticas foram feitas usando ANOVA / Tukey’s multiple comparisons test.

5.3.4.Citometria de fluxo

Para identificacdo da populagao celular e avaliagdo da resposta inflamatoria
ativada nessa cinética foi realizada citometria de fluxo do LBA. O influxo de neutrofilo
(Figura 16.A) nos animais coinfectados foi significativamente maior quando
comparado com o grupo monoinfectado Sp, Cg e com o grupo nao infectado (p<0,05).
Enquanto que Ni, Cg e o grupo Sp, apresentaram 10* células/mL, no grupo
coinfectado foi observado um influxo 100 vezes, com um total de 10° células/mL. Nao

houve diferenca estatistica entre os grupos Ni, Cg e Sp.

Observou-se também aumento no numero de macréfagos alveolares nos
animais coinfectados (Figura 16.B). Os macréfagos estavam em maior numero neste
grupo, sendo estatisticamente maior do que os grupos Ni, Cg e Sp (p<0,05). Com o
mesmo perfil, o grupo coinfectado apresentou maior numero de macréfagos
intersticiais, sendo estatisticamente superior ao grupo Ni, Cg e Sp (p<0,05) (Figura
16.C). Entre os ultimos grupos citados ndo houve diferenga significativa na

quantificacdo de macrofagos intersticiais.

Na Figura 16.D, observa-se que no grupo coinfectado, o percentual de
macréfagos do tipo M1 foi significativamente menor quando comparado com os
demais grupos (p<0,05): apenas 7,4% da populagédo de macrofagos intersticiais foi
positiva para o marcador MHC-II, enquanto que nos grupos Ni esse percentual foi de
25,3%; Cg de 31,1% e Sp 29,7%. O grupo Sp obteve maior percentual quando
comparado com Ni, com diferenga de 4,4%. E Cg apresentou um aumento de 1,4%
em relacdo a Sp. Em relagao ao recrutamento de macrofagos do tipo M2, identificados
pela expressao de CD206, ndao houve diferenga estatistica entre os grupos analisados.
O grupo Ni apresentou 61% dos macréfagos do tipo M2, Cg com 49%, Sp 56,4% e o

grupo coinfectado 46,1% expressando este fenaotipo.
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Figura 16. Identificagdo de populagées celulares no LBA. Seis animais C57BL/6 machos por grupo
foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 UFC por C. gattii.
Quatro dias depois, os grupos coinfectados e monoinfectado por Sp, foram infectados com uma
suspensdo de 30 uL contendo 1x10% UFC por S. pneumoniae via intranasal. Os animais foram
eutanasiados no terceiro dia de coinfec¢do para obtengéo de células do LBA. As células obtidas foram
marcadas com diferentes combinagdes de anticorpos monoclonais fluorescentes especificos para
classificagdo das seguintes populagdes celulares: nimero de neutrofilos totais Ly6GHigh + CD11bHigh
(A), macréfagos alveolares residentes CD11cHigh + F4/80* (B), macrofagos intersticiais CD11clow +
F4/80* (C), macréfagos classicamente ativados ou M1 CD11ctov + F4/80* (MHCII*) (D) e macréfagos
alternativamente ativados ou M2 CD11ctow + F4/80* (CD206*) (E). Ni: animais ndo infectados; Cg:
animais infectados por C. gattii; Sp: animais infectados por S. pneumoniae; Cg+Sp: animais
coinfectados conforme cinética descrita acima. Os dados sdo expressos em numero de células por



68

volume de LBA (Log10 células / mL) para neutréfilos, macréfagos alveolares e macréfagos intersticiais;
e em % de MHC Il e CD206, para macréfagos M1 e M2, respectivamente. As barras acima das colunas
indicam diferenga estatistica (p<0,05). As analises estatisticas foram feitas usando ANOVA / Tukey’s
multiple comparisons test.

5.3.5. Analise histopatoldgica

Para a analise histopatologica foram avaliados o tipo e a intensidade do
infiltrado inflamatério. De acordo com as analises histopatolégicas, foi observada
diferenga significativa estatistica (p<0,05) dos animais coinfectados quando
comparados aos animais nao infectados e ao grupo Cg 4d quando avaliado a
formagao de edema e de fibrina (Figura 17 A). Na figura 17 B, o escore de inflamagé&o
foi significativamente (p<0,05) maior nos animais coinfectados quando comparados

aos animais Ni, Cg 4d, Cg 7d e Sp.

Na figura 17C, pode-se observar que animais Ni, monoinfectados por Cg 4 dias
e Sp apresentam aspecto considerado normal do tecido pulmonar, sem formacéo de
exsudato ou infiltrado inflamatério dos alvéolos pulmonares. Nos animais Cg 7 dias,
observa-se um infiltrado inflamatdrio neutrofilico multifocal moderado e sem perda da
parede alveolar. E no grupo coinfectado é possivel observar infiltrado inflamatério
difuso intenso, no lumen dos alvéolos, com areas multifocais de necrose e perda da

parede alveolar.

A histopatologia do cérebro também foi realizada, porém nenhuma alteragao
histopatolégica foi identificada em nenhum grupo avaliado para esse tempo de

coinfeccao, sem nenhuma diferenga entre os grupos (dados ndo mostrados).
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Figura 17. Andlise histopatolégica dos pulmées. Quatro animais C57/BL6 machos por grupo foram
inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensao contendo 1x104 C. gattii. Quatro dias
depois, os grupos coinfectados e monoinfectado por Sp, foram infectados com uma suspensao de 30
uL contendo 1x103 S. pneumoniae via intranasal. Os animais foram eutanasiados no terceiro dia de
coinfecgao para obtengdo dos pulmbes, os 6rgaos foram fixados em formalina tamponada 10% e
embebidos em parafina. Em (A) escore histopatolégico de edema e fibrina nos pulmdes (B) escore
histopatolégico de inflamagéo nos pulmdes. Para (A) e (B) as secgbes histoldgicas foram examinadas
ao microscopio optico para analise e comparagao das alteragdes teciduais resultantes das infecgoes
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propostas para cada grupo. Em (B) painel histopatolégico, as se¢bes histologicas dos pulmdes foram
coradas com HE e visualizadas a uma ampliagdo de 20X, foram avaliados pelo menos x campos por
lamina. A analise estatistica para esses estudos foi ANOVA / Kruskal Wallis.

5.4. A coinfecgao favorece a super expressao do receptor de ativagao
plaquetaria

5.4.1.Expressao do receptor de ativagao plaquetaria (PAFR)

Com o aumento significativo das citocinas inflamatorias, investigamos a
expressao de receptor do fator de ativagao plaquetaria - PAFR. Para isso, os pulmdes
dos animais foram processados e foi realizado qPCR (Figura 18). O grupo coinfectado
apresentou aumento significativo na expressédo desse receptor, quando comparado
com o grupo Ni, Cg 7d, Cg 4d e Sp (p<0,05). Entre os grupos controles, nao infectados

e os monoinfectados nao houve diferenga significativa na expressao de PAFR.
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Figura 18. Expressdo de PAFR no parénquima pulmonar. Quatro animais C57BL/6 machos por
grupo foram inoculados por via intratraqueal com 30uL de uma suspensado contendo 1x10* C. gattii.
Quatro dias depois grupos animais (Cg+Sp e Sp) foram infectados com uma suspensdo de 30 pL
contendo 1x10% S. pneumoniae via intranasal. O grupo Cg4d foi eutanasiado quatro dias depois da
inoculagdo com Cg; o grupo monoinfectado Cg7d foi eutanasiado apds sete dias da inoculagao de Cg;
€ 0s grupos que receberam inoculo bacteriano foram eutanasiados trés dias apds. Os pulmbes desses
animais foram processados e analisados quanto a expresséo do gene PAFR. Os valores apresentados
em Log1o sinalizam o aumento de vezes da expressdo de PAFR em relagdo ao grupo Ni (224CT). ANOVA
| Tukey’s multiple comparisons test. As barras acima das colunas indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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6. DISCUSSAO

A ocorréncia de coinfeccdes em humanos €, vastamente, relatada na literatura.
Um exemplo classico e bastante frequente de infeccdo aguda concomitante é o
aumento da susceptibilidade a infecgdes causadas por bactérias respiratorias durante
uma gripe causada por Influenza virus (Morrris et al., 2017). As interagdes fungo /
bactéria podem apresentar resultado negativo, positivo ou neutro para ambas as
partes. Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, inibe o crescimento de C. neoformans
por meio da produgao de piocianina in vitro (Rella et al., 2012). O mesmo ocorre com
C. gattii na presencga da bactéria in vitro, e em modelo murino, a presenca de P.
aeroginosa melhora o quadro clinico de camundongos infectados com C. gattii (Peres-
Emidio, 2020).

Cryptococcus. gattii € uma levedura cosmopolita, apresenta diversos fatores de
viruléncia e pode causar danos graves ao hospedeiro. A criptococose, micose
causada por esse patégeno, por meio da inalagao de esporos fungicos presentes no
meio ambiente, é responsavel por altos indices de mortalidade em todo mundo,
principalmente, em individuos portadores do virus HIV (Rajasingham et al., 2017).
Apos a inalagao de células fungicas infectantes a levedura invade o espaco alveolar
e 0 parénquima pulmonar. A colonizagdo neste sitio pode causar pneumonia nos
hospedeiros, e ainda, as leveduras podem alcangar o SNC levando o paciente ao
quadro clinico de meningoencefalite criptocécica (Kwon-Chung et al. 2014). C. gattii
esta, geralmente, relacionado a infecgdo pulmonar granulomatosa em pacientes
imunocompetentes, sendo considerado um patégeno primario, mas que também
pode, em uma imunossupressao subjacente, ser fatal para o hospedeiro (Harris et al.,
2011; Kwon-Chung & Saijo, 2015).

A bactéria Gram-positiva Streptococcus pneumoniae € um microrganismo
comensal que coloniza a cavidade oral e a mucosa do trato respiratorio superior dos
seres humanos de forma assintomatica, que pode se comportar como patdégeno
oportunista e causar doencas. Os sinais clinicos de infecgdo causada por S.
pneumoniae podem variar de sinusite e otite média a doengas invasivas como
pneumonia € meningite (Henriques-Normark e Tuomanen, 2013; Geno et al., 2015).

Assim como na criptococose, a bactéria € responsavel por indices elevados de
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mortalidade no mundo. Os afetados séo principalmente criangas, que sao os principais
portadores assintomaticos, ou adultos e idosos por meio de pneumonia adquirida na
comunidade (Brown, 2012; WHO, 2012). Este pneumococo possui diversos fatores de
viruléncia que desafiam o sistema imune do hospedeiro e que sao essenciais para o
alcance ao SNC (Weiser et al., 2018).

Os dois microrganismos citados acima, C. gattii e S. pneumoniae compartilham
a mesma via de transmissao da doenga e os mesmos sitios de infeccéo: pulmao e
cérebro. Além disso, um importante fator predisponente para a criptococose € a
infeccao pelo virus HIV, favorecendo a possibilidade de uma coinfecgao tripla como
observado em diversos relatos de casos na literatura (John, 1998; Nadaud et al., 2007;
Saleem et al., 2015; Matee & Matre, 2001; Millogo et al., 2004). C. gattii é capaz de
infectar individuos saudaveis e trabalhamos com a hipotese de que a infecgao
concomitante por S. pneumoniae pode acarretar em danos mais graves em modelo

murino de coinfeccdo com esses dois microrganismos.

Neste trabalho foi estabelecido um modelo in vivo, utilizando-se camundongos
C57/BL6, para que fosse possivel avaliar a coinfecgao entre C. gattiie S. pneumoniae.
O modelo de infecgdo causada por C. gatti, com o inéculo de 10* UFC, foi pré-
estabelecido em varios estudos do Laboratorio de Micologia (Oliveira et al., 2017;
Costa et al., 2018) e reproduzido neste trabalho. O modelo de infecgdo causada por
S. pneumoniae foi testado em relagéo a letalidade de diferentes indculos (103, 104,
10°, 108 e 107) administrados via intranasal, previamente, a ensaios de coinfecgao.
Com o resultado obtido concluiu-se que para avaliar o impacto da infeccdo de S.
pneumoniae na infecgédo causada por C. gattii, foi escolhido o indculo ndo-letal de 103

UFC de S. pneumoniae.

Além do indculo, inicialmente foi necessario também estabelecer uma cinética
de coinfeccdo. Para isso testou-se diferentes tempos de coinfecgao (infeccao
bacteriana quatro ou sete dias antes da infeccéo por C. gattii, e infeccdo bacteriana
quatro ou sete dias apos infecgdo por C. gattii). A infeccdo concomitante de S.
pneumoniae durante a criptococose aumenta a morbidade e mortalidade dos animais.
Os animais que receberam o in6culo bacteriano quatro dias depois do inéculo fungico,
ou seja, a infeccao por S. pneumoniae durante a criptococose murina conferiu a este

modelo alteragdes significativas nos sinais clinicos dos animais. Alteracdes
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comportamentais, funcionais, neurolégicas e morte precoce confirmam que tanto o
modelo de coinfec¢ao quanto a cinética sao aplicaveis para compreensao da hipotese
levantada neste trabalho. Relatos na literatura j& apontaram que essa associagao
entre os patdogenos pode ser fatal para os pacientes, principalmente, para os
portadores do virus HIV, isso demonstra a importancia de se avaliar o processo de
coinfeccao entre esses dois patégenos (Jhon, 1998; Matee & Matre, 2001; Millogo et
al., 2004; Nadaud et al., 2007; Saleem et al., 2015).

A primeira investigacao feita no modelo estabelecido foi carga microbiana no
processo de coinfecgcdo. A carga fungica no LBA foi a mesma nos grupos
monoinfectado Cg e para o grupo coinfectado. No bago n&o foi detectado UFC nos
grupos mono e coinfectados. No pulmao, figado e cérebro ocorreu diminui¢gdo da
carga fungica nos animais coinfectados. Ainda, néo houve translocag¢ao do fungo para
o SNC no grupo coinfectado. Isso sugere que, na presenga da bactéria, o fungo
diminui a multiplicagdo e, C. gattii se restringe ao ambiente pulmonar, mais
precisamente no parénquima pulmonar. Trabalhos publicados pelo nosso grupo,
demonstram que a linhagem L27-01 de C. gattii alcanga o0 SNC em menos de seis
horas apés a infecgéo intratraqueal, o que foi observado no grupo monoinfectado C.
gattii com sete dias de infecgcdo e no grupo monoinfectado C. gattii com 4 dias de
infeccdo. Sugerindo, mais uma vez, que a presencga da bactéria tem um importante
papel na contengdo da transmigragao de células fungicas (Costa et al., 2018). Ou
ainda o perfil encontrado nos macrofagos, tipo M2, favorece a formagéao de tecido
cicatricial, granulomas, podendo se tornar uma barreira fisica para a transmigragao

fungica.

A carga bacteriana no grupo coinfectado aumentou em todos os 6rgaos
analisados em relagdo ao grupo controle monoinfectado com S. pneumoniae. Ou seja,
a presenga prévia de C. gattii pode favorecer a disseminagcdo e multiplicagdo da
bactéria. Com esse resultado foi possivel sugerir que o agravamento do quadro
patologico, observados na curva de sobrevida e analise comportamental dos
camundongos coinfectados, foi associado a elevada carga bacteriana e translocacao
do espaco alveolar para o parénquima pulmonar e para o SNC. Tais analises
sustentam o resultado do clearance, onde com este mesmo indculo bacteriano, a

depuracgédo bacteriana ocorre no cérebro e no pulmao, sendo observado apenas carga
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bacteriana no LBA no 15°dia, ou seja, na auséncia do fungo a tendéncia de eliminagao
bacteriana é iminente. Estudos encontrados na literatura corroboram os nossos
resultados, em modelo murino de coinfecgdo pneumocdcica durante a fase aguda da
infeccdo causada pelo Influenza virus observou-se aumento da carga bacteriana e
agravamento do quadro de pneumonia e mortalidade dos animais (Smith et al., 2013;
Sharma-Chawla et al., 2016).

Poderia a inoculagdo de um segundo microrganismo levar a intensificagdo
inflamatdria de uma resposta ja presente? Dessa forma decidimos avaliar a resposta
inflamatoéria no hospedeiro murino coinfectado. No caso de inoculagdo de S.
pneumoniae apos quatro dias de C. gattii, sim. A resposta inflamatdria foi alterada pela
presenca da bactéria durante a coinfecgdo. O grupo coinfectado apresentou maior
influxo de células com quantificagdo mais elevada de leucdcitos totais em relacédo aos

demais grupos monoinfectados.

Os niveis de MPO e NAG do pulmao foram quantificados no parénquima
pulmonar. O acumulo de neutréfilos no parénquima foi medido, indiretamente, por
meio da atividade da enzima MPO, e o acumulo de macréfagos foi indicado,
indiretamente, pela quantificagcdo de NAG (Russo et al., 2009; Xavier et al., 2010).
Observa-se aumento do influxo de neutréfilos com o passar do tempo (de quatro para
sete dias) no grupo monoinfectado com C. gattii e a presenca da bactéria interfere
neste processo. A populagdo de macrofagos € maior em todos os grupos analisados
em relacdo ao quantitativo de neutréfilos e a presenga de S. pneumoniae eleva

numericamente a quantidade dessas células.

No lavado broncoalveolar o recrutamento de neutréfilos foi maior no grupo
coinfectado, utilizando citometria de fluxo como metodologia de analise. Durante a
contagem diferencial de células, no grupo Cg7 foi encontrada menos células
polimorfonucleadas quando comparada ao grupo coinfectado. Sendo assim, dois
métodos para a quantificagado de neutrdéfilo (citometria de fluxo e contagem diferencial
de leucdcitos) demonstraram que no grupo coinfectado, ha maior infiltrado neutrofilico
do que o grupo C. gattii. A carga fungica no parénquima pulmonar € maior do que no
lavado broncoalveolar, sugerindo papel fundamental dos neutréfilos no controle da

infeccao fungica nesse sitio.
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S. pneumoniae também induziu aumento na liberag&o de citocinas inflamatorias
nos camundongos ja infectados com C. gattii: TNF, INFy, IL-18, IL-17, IL-12p70.
Nossos resultados se respaldam por dados encontrados na literatura. Durante a
pneumonia pneumocadcica, as citocinas TNF e IL-1, s&o rapidamente induzidas apos
exposicao microbiana. Com um papel importante no clearance bacteriano, IL-13
estimula o recrutamento de neutréfilo, o que também foi observado nos nossos
resultados (Kafka et al., 2008). Jones e colaboradores (2005) demonstraram que a
deficiéncia combinada de TNF e de IL-1 reduz a resposta imune inata do hospedeiro

ao patégeno S. pneumoniae nos pulmodes (Jones et al., 2005).

PAFR € um receptor acoplado a proteina G, que quando ativado pelo mediador
quimico de inflamacdo PAF (fator de ativagdo plaquetaria) torna-se um potente
ativador de fosfolipidios envolvido em muitas fungdes leucocitarias. PCho (adesina
fosforilada de Sp) € um componente bioativo do fator de ativagéo plaquetaria (PAF) e,
por mimetismo molecular, PCho se liga ao receptor de PAF acoplado a proteina G
(PAFR) e desencadeiam internalizagdo da bactéria mediada por [B-arrestina nas
células hospedeiras. No caso especifico de S. pneumoniae, o cruzamento de barreira
celulares é dependente de PAFR e esse processo é crucial no desenvolvimento de
doenca invasiva (lovino et al., 2013; Loh, Gao & Tuomanen, 2017). Em camundongos
coinfectados, a presencga prévia de C. gattii parece influenciar na super expressao
deste importante receptor apds inoculagdo de S. pneumoniae ao modelo. Diversos
estudos demonstram que tanto TNF quando IL-1[3 estao relacionados a expressao de
PAFR o que sustenta a nossa hipétese. Warren e colaboradores (1990) demonstraram
que a neutralizacdo de TNF intrapulmonar com anticorpos anti-TNF reduz a
permeabilidade vascular pulmonar, assim como o recrutamento de células PMN e os
niveis de PAFR no parénquima pulmonar (Warren et al., 1990; Warren, 1992). Na
alveolite aguda, IL-1B intrapulmonar amplifica a produgdo local de PAF além de
modular diferentes aspectos durante o recrutamento de neutréfilos (Warren et al.,
1992). Ou seja, a participacdao de PAFR na permeabilidade vascular como resultado
da secrecao de IL-1B e acumulo de neutréfilos no pulmdo € bem conhecida na
literatura (Lee et al., 2000).

Além de considerar a hipétese de que a coinfec¢ao diminui a fungdo normal

das células inflamatdrias que protegem contra S. pneumoniae, consideramos também
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a probabilidade de a coinfecgéo induzir aumento na expressao do receptor de adesao
bacteriana no epitélio das vias aéreas. Sendo assim, PAFR estaria associado a
disseminagao de S. pneumoniae para SNC e outros 6rgdos. Nesse sentido, uma
perspectiva deste trabalho é utilizar camundongos knockouts para investigar o papel

desta molécula no fenétipo observado.

A anadlise histopatolégica do tecido pulmonar demonstra que a coinfec¢ao
induziu a uma resposta inflamatoéria mais intensa, no lumen dos alvéolos, com danos
teciduais necroticos e perda da parede alveolar. Cada uma dessas citocinas
analisadas poderia contribuir para exacerbagao complexo imune, promovendo maior
influxo de neutréfilos, conforme observado na analise das células do lavado
broncoalveolar. A combinacdo de C. gaftii e S. pneumoniae levou aumento da
expressao do receptor do fator de ativacao de plaquetas, recrutamento de neutrofilos
e aumento na carga bacteriana com consequente lesao epitelial e declinio na fungao
pulmonar. Apesar de induzir aumento no numero de macrofagos alveolares residentes
e recrutamento de macrofagos intersticiais, a funcionalidade destas células poderia
estar alterada, diminuindo a eficacia das células no controle rapido da multiplicagao
microbiana, possibilitando o estabelecimento da infec¢do invasiva aguda. Nossos
dados apontam alteragao da funcionalidade desses macrofagos, estando polarizados

para o perfil M2 e ndo para o perfil M1.

Em soma, todos esses fatores resultam em elevadas taxas de carga bacteriana
no SNC, alteracdo no perfil comportamental, letalidade precoce nos animais
coinfectados. Estes dados permitem tracar inumeras hipdteses e pontos a serem

ainda investigados.



77

7. CONCLUSOES

» O modelo murino de coinfecgao proposta no trabalho é ideal para se avaliar a
interagao entre os dois microrganismos.

» Ainfeccao prévia por C. gattii seguida de pela infec¢ao por S. pneumoniae com
o intervalo de quatro dias reproduziu os sinais clinicos tanto da criptococose
quanto de pneumonia e meningite causada por S. pneumoniae.

» Os animais apresentaram, alteragdes comportamentais, funcionais e
neuroldgicas.

» Ainfeccao prévia por Cg e secundaria por Sp favoreceu o aumento da carga
bacteriana no lavado broncoalveolar, pulmao e cérebro. Enquanto que Cg nao
alcangou o SNC, ficando restritos ao lavado broncoalveolar e ao pulméo.

» A inflamagcao possui um papel importante no processo de coinfec¢ao, foi
observado aumento do influxo de macréfagos e neutréfilos, bem como aumento
significativo da citocina pré-inflamatéria IL-1B, TNF, IFN-y, IL-17 e IL12p70 no
lavado broncolaveolar e no parénquima pulmonar, principalmente a secregao
de IL-1B.

» Alteragao no perfil de ativagdo de macrdéfagos intersticiais no grupo coinfectado
conduzindo a expressao do fenétipo M2.

» PAFR tem expressdo aumentada no parénquima pulmonar.
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8. PERSPECTIVAS

>

Tratamento com inibidor de IL-13 para verificar se a presenca dessa citocina

esta relacionada ao aumento de sobrevida dos animais.

Estudos em modelo murino knockout de PAFR para verificar se S. pneumoniae
faz uso desse receptor para alcangar o SNC e se este evento é compativel com

a carga microbiana encontrada no pulmao e no cérebro confirmam este evento.

Verificar se os resultados in vivo podem ser observados por meio da analise de
transmigracao de C. gattii e S. pneumoniae. para o SNC durante a coinfecgéo,

através de modelo celular in vitro de barreira hematoencefalica.

Imunohistoquimica para verificar a co-localizagdo dos microrganismos e para

avaliar os anticorpos recrutados;

Avaliar a expressao de PCho;

Quantificagdo de quimiocinas para avaliar se os neutrofilos corretamente

ativados.

Ensaio de fagocitose em animais knockout a fim de se avaliar se os macrofagos

estio corretamente ativados.

Ensaios de fibrose a fim de se avaliar o perfil dos macréfagos M1 ou M2.
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