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RESUMO

A criptococose € uma micose causada por leveduras do género
Cryptococcus, considerada mundialmente como a quinta doenca infecciosa mais
letal. Pode ocorrer concomitantemente com outros patdgenos, caracterizando
uma coinfec¢do. Pseudomonas aeruginosa (Pa) e Staphylococcus aureus (Sa)
sdo patdgenos oportunistas, causadores de pneumonias. Neste trabalho foi
avaliada a progresséao da criptococose murina causada por C. gattii (Cg) durante
coinfeccdo com Pa e coinfeccdo com Sa. Andlises in vitro mostraram que
produtos secretados por diferentes cepas de Pa apresentaram uma atividade
inibitéria sobre o crescimento de Cg, o mesmo nao ocorreu quando Sa foi
testado. Analises in vivo, avaliando o perfil de morbimortalidade de animais
coinfectados com Pa X Cg e Sa X Cg, mostraram um atraso na letalidade dos
animais previamente infectados com uma das bactérias (grupos Pa+Cg ou
Sa+Cg) quando comparados com os animais infectados somente com Cg. Essas
alteracdes podem ser explicadas pela reducdo da carga fangica nos pulmdes
observadas nos grupos Pa+Cg ou Sa+Cg, o que levou a um atraso na
translocacdo de Cg para o SNC. Na coinfec¢cdo com Pa, esses achados foram
associados ao aumento no recrutamento de macréfagos e neutrofilos produtores
de iNOS no pulméo, além de mediadores como IL-1B, CXCL-1 e IL-10,
resultando em maior atividade fungicida de macréfagos. O papel da enzima iNOS
no processo foi confirmado quando o fenétipo protetivo de Pa foi revertido nos
animais tratados com um inibidor da enzima. Na coinfecgdo com Sa, também
foi observado alteracdo no perfil de recrutamento celular nos pulmdes. Esses
dados revelaram que a alteragdo do ambiente de instalacdo inicial de Cg,
dificultou a disseminacéo e a transmigracao do fungo para o SNC.

Palavras-chave: Criptococose; Coinfecgéo; Cryptococcus gattii; Pseudomonas

aeruginosa; Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

Cryptococcosis is a mycosis caused by yeasts of the genus Cryptococcus,
Considered worldwide as the fifth most lethal infectious disease. It can occur
concurrently with other pathogens, characterizing co-infection. Pseudomonas
aeruginosa (Pa) and Staphylococcus aureus (Sa) are opportunistic pathogens,
causing pneumonia. In this work, the progression of murine cryptococcosis
caused by C. gattii (Cg) was evaluated during co-infection with Pa and co-
infection with Sa. In vitro analyzes showed that products secreted by different
strains of Pa showed an inhibitory activity on the growth of Cg, the same did not
occur when Sa was tested. In vivo analyzes, evaluating the morbidity and
mortality profile of animals co-infected with Pa X Cg and Sa X Cg, showed a delay
in the lethality of animals previously infected with one of the bacteria (Pa + Cg or
Sa + Cg groups) when compared with infected animals only with Cg. These
changes can be explained by the reduction of the fungal load in the lungs
observed in the Pa + Cg or Sa + Cg groups, which led to a delay in the
translocation of Cg to the CNS. In co-infection with Pa, these findings were
associated with increased recruitment of macrophages and neutrophils producing
INOS in the lung, in addition to mediators such as IL-18, CXCL-1 and IL-10,
resulting in greater macrophage fungicidal activity. The role of the INOS enzyme
in the process was confirmed when the protective phenotype of Pa was reversed
in animals treated with an enzyme inhibitor. In Sa co-infection, changes in the
cellular recruitment profile in the lungs were also observed. These data revealed
that the alteration of the initial Cg installation environment, hindered the spread

and transmigration of the fungus to the CNS.

Keywords: Cryptococcosis; Coinfection; Cryptococcus gattii; Pseudomonas

aeruginosa; Staphylococcus aureus.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho avaliou a influéncia das bactérias Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus na progressado da criptococose causada
por Cryptococcus gattii, em modelo murino, com perspectivas de ampliar o
conhecimento sobre a patogénese da doenca, investigar a influéncia dessas
bactérias no mecanismo de disseminacdo do fungo para o SNC e ampliar a

compreensao das possiveis interacdes entre esses patdogenos in vivo.

Os potenciais patdogenos envolvidos neste estudo sdo capazes de
colonizar os pulmdes e o sistema nervoso central, que constituem nichos comuns
para esses microorganismos, predispondo a ocorréncia de coinfecgdes entre
esses agentes infecciosos. Também € importante considerar que o0s
microorganismos existem em comunidades complexas, repletas de interacdes
gue podem ser antagbnicas ou sinérgicas e que influenciam na evolucdo do
patégeno. Ainda é muito pouco conhecido como as bactérias interagem com

patégenos fungicos no ambiente e em hospedeiros humanos.

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria, que semelhante a
Cryptococcus, esta presente nos mais variados ambientes e atua como um
patégeno oportunista, sendo importante agente causador de pneumonias em
pacientes imunocomprometidos e portadores de doencas pulmonares crénicas.
E capaz de secretar toxinas importantes na patogenicidade e que, in vitro,
apresentam poder de inibicdo do crescimento de Cryptococcus. Staphylococcus
aureus € um patoégeno oportunista e resiliente, capaz de colonizar as superficies
de mucosas, sendo as narinas um dos principais reservatorios desse agente
causador de inumeras infec¢des graves, inclusive pneumonias. Além disso, S.
aureus se destaca como um dos principais agentes coinfectantes envolvidos em
doencas polimicrobianas. Também apresenta, in vitro, capacidade de inibigdo do

crescimento de Cryptococcus, dependente de contato célula-célula.

Estudos dessa natureza, que visam ampliar o conhecimento das
interacOes entre um ou mais patdégenos e o hospedeiro, se tornam ainda mais
relevantes com o avanco de tratamentos de alta complexidade, como

transplantes, terapias antineoplasicas, antiretrovirais, e imunossupressoras, que
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apesar de aumentarem as perspectivas de vida dos pacientes, muitas vezes tém
como efeito colateral uma maior predisposicéo a infec¢des oportunistas, e, ndo
raro, causadas por um ou mais agentes etioldégicos. Assim, o estudo realizado
neste trabalho espera contribuir como base para novas pesquisas que visam
elucidar novos alvos para drogas antifungicas e/ou imunoterapias alternativas.
Além disso, € importante a comunidade cientifica atentar para possiveis casos
de coinfec¢des subdiagnosticados, propondo novos protocolos diagndsticos,
uma vez que 0s pacientes susceptiveis, normalmente se encontram em uso de
terapia medicamentosa, inclusive antimicrobianos, o que poderia mascarar o

diagnostico de um dos patdgenos associados no processo infeccioso.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cryptococcus e a Criptococose

A criptococose € uma micose sistémica, granulomatosa e invasiva, que
afeta primordialmente os pulmdes, podendo também atingir o SNC, provocando
meningoencefalite. E causada por leveduras capsuladas do género
Cryptococcus que se encontram globalmente distribuidas. Cryptococcus
apresenta mais de 80 espécies de leveduras e fazem parte do filo Basidiomycota.
Entretanto, até o momento, duas espécies, Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii, se destacam como agentes etioldgicos mais comuns desta
doenca (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014; MAY et al., 2016).

A criptococose ainda estd associada a pacientes imunocomprometidos,
incluindo pacientes HIV positivos, transplantados, portadores de neoplasias em
uso de quimioterapicos ou agentes imunomoduladores como corticosteroides e
pacientes com doenca hematolégica grave. Entretanto, tanto C. neoformans
como C. gattii podem causar doenca em individuos higidos; de forma que varios
estudos epidemiolégicos mostraram que C. gattii infecta predominantemente
individuos higidos, independentemente da localizacdo geogréfica, sendo
considerado um patégeno primario emergente (JAVIER et al., 2012; KRONSTAD
et al., 2011; MAY et al., 2016; PERFECT, 2012).

Em numeros absolutos, a criptococose € classificada como a quinta
doenca infecciosa mais letal, atrds apenas da AIDS, tuberculose, malaria e
diarreia (RODRIGUES, 2018). A meningite criptococica € considerada critério
definidor de AIDS, por ser a infec¢do fungica que afeta o SNC mais comum e a
terceira complicacdo neuroldgica mais frequente em pacientes com AIDS e, de
modo geral, continua sendo a segunda causa mais comum de mortalidade
nesses pacientes, perdendo apenas para tuberculose. Estimativas recentes
apontam para uma incidéncia global de meningite criptocdcica anual em torno
de 223 mil casos, resultando, no ano de 2014, em 181.100 mortes. O maior
nimero de casos ocorre na Africa Subsariana, onde foi estimado uma
mortalidade de 73% no mesmo periodo. Entretanto, continua sendo uma doenca

mais que negligenciada, ndo sendo sequer formalmente reconhecida pela
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Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e outros 6rgdos competentes como uma
doenca tropical negligenciada. Além disso, como ndo ocorre notificacdo
compulsoria, essas estimativas podem estar subestimadas (COGLIATI, 2013;
MOLLOQY et al., 2017; RAJASINGHAM et al., 2017; RODRIGUES, 2018).

Na América Latina essa micose tem morbidade e mortalidade
significativas, com mais de 5.000 individuos afetados com meningite criptococica
e cerca de 2.400 mortes anuais, representando o terceiro maior numero de casos
no mundo. Brasil e Colédmbia destacam-se como 0s paises com maior incidéncia,
seguido pela Argentina e pelo México. No Brasil, a criptococose esta entre as
micoses sistémicas que causa o maior nimero de mortes em pacientes com HIV,
sendo classificada como a décima terceira causa de morte. Estudos
epidemioldgicos realizados com a populacao geral do estado do Rio de Janeiro
relataram uma incidéncia anual média de 4,5 casos de meningite criptococica
por milhdo de habitantes (FIRACATIVE et al., 2018; PRADO et al., 2009).

De acordo com a nomenclatura convencional, C. neoformans era
classificado em cinco sorotipos (A, B, C, D e AD) e trés variedades: C.
neoformans var. neoformans (Sorotipo D), C. neoformans var. grubii (sorotipo A),
e C. neoformans var.gattii (sorotipos B e C). Cada sorotipo foi caracterizado com
base nas diferencas estruturais e especificas do polissacarideo
glucuronoxilomanano (GXM), que constitui o principal componente da capsula.
Entretanto, na ultima década, véarias técnicas de biologia molecular foram
utilizadas para genotipar e estudar a epidemiologia de C. neoformans. Por meio
desses estudos moleculares e filogenéticos, uma nova classificacdo foi
estabelecida, elevando C. neoformans var. gattii ao nivel de espécie, passando
a ser denominado C. gattii. Sendo entéo reclassificados como: C. neoformans
var. neoformans (Sorotipos D e A/D), C. neoformans var. grubii (sorotipo A), e C.
gattii (sorotipos B e C). C. gattii também difere de C. neoformans com relacao as
caracteristicas fenotipicas, ao habitat natural, a epidemiologia, e com relacéo a
manifestacdes clinicas da doenca e resposta ao tratamento com antifungicos
(CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011; MA; MAY, 2009; MAZIARZ; PERFECT,
2016).

O complexo de espécies C. neoformans — C. gattii € ainda dividido em
nove tipos moleculares ou gendtipos: C. neoformans var. grubii corresponde aos
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tipos moleculares VNI, VNIl e VNB; C. neoformans var. neoformans corresponde
ao genodtipo VNIV e o hibrido A/D corresponde ao tipo molecular VNIII. J4 a
espécie C. gattii corresponde a quatro tipos moleculares distintos: VGI, VGII,
VGIIl e VGIV, nos quais, VGI e VGII sado os tipos moleculares mais prevalentes,
enquanto, VGIIlI e VGIV séo mais raros (CHATURVEDI; CHATURVEDI, 2011;
ENGELTHALER et al., 2014; MA; MAY, 2009; MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Nos ultimos anos, analises filogenéticas, estudos de genotipagem e de
espectrometria de massa MALDI-TOF revelaram diferencas genéticas
significativas dentro do complexo de espécies de Cryptococcus neoformans /
Cryptococcus gattii. Baseado nessas analises, alguns autores propuseram uma
nova classificagdo dentro desse complexo, reconhecendo C. neoformans var.
grubii e C. neoformans var. neoformans como espécies separadas, sendo
consideradas C. neoformans e C. deneoformans, respectivamente; e cinco
espécies dentro do complexo C. gattii (C. gattii (VG 1), C. deuterogattii (VG II), C.
bacillisporus (VG lll), C. tetragattii (VG IV), C. decagattii (VG IV / VG llic).
Entretanto, essa nova classificacdo ainda esta sendo discutida, prevalecendo até
0 momento, a designacdo classica que agrupa essas leveduras em duas
espécies (HAGEN et al., 2015; MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Este fungo é um patdgeno amplamente distribuido em todas as regides
do mundo. Acreditava-se que C. gattii era uma espécie restrita a regides tropicais
e subtropicais, mas, em 1999, a ocorréncia de um surto de infeccdo causada por
C. gattii na ilha de Vancouver no Canadad mostrou a ampliacdo da area
geografica, do nicho, deste patégeno também para regides temperadas. Além
disso, os hibridos interespécies entre C. neoformans e C. gatti foram
encontrados na Colémbia, Brasil, india e paises baixos (COGLIATI, 2013; MA;
MAY, 2009).

Esporos de C. neoformans podem ser encontrados nas fezes das aves ou
solo, enquanto C. gattii esta mais associado com plantas. Até o momento, 54
espécies de arvores que crescem globalmente sédo consideradas hospedeiras de
C. gattii, sendo consideradas espécies hospedeiras dominantes o eucalipto
australiano e amendoeiras, comuns em regides tropicais e semi-tropicais, e mais
recentemente o Pinho Oregon (Pseudotsuga menziesii) comum em regides de
clima mais moderado (BIELSKA; MAY, 2016; MA; MAY, 2009). Além disso,
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Cryptococcus pode também ser encontrado no interior de amebas de vida livre
ou nematoides, 0 que sustenta uma hipotese atual de que espécies de C. gattii
e C. neoformans tenham desenvolvido fatores de viruléncia favoraveis a infeccéo
em mamiferos a partir dessas interacbes com esses microbios predadores
ambientais (COELHO; BOCCA; CASADEVALL, 2014; MAGDITCH et al., 2012).

Acredita-se que a infeccédo por Cryptococcus inicia-se pela inalacédo de
basididésporos ou leveduras dessecadas, denominados propagulos infecciosos,
que se depositam nos alvéolos pulmonares, onde podem se reproduzir e
alcancar a corrente sanguinea, disseminando para outros 6rgaos,
predominantemente o SNC. Apls a infeccdo este patdbgeno pode causar
infeccdo latente ou doenca aguda. As manifestacdes clinicas iniciais do
hospedeiro estdo diretamente relacionadas ao tamanho do inéculo e viruléncia
do isolado, assim como o sexo, status imune e idade do hospedeiro (BIELSKA;
MAY, 2016; MAZIARZ; PERFECT, 2016).

A figura 1 apresenta uma ilustragdo esquematica do processo de infeccéo

de Cryptococcus

Eucalipto

Amebas

., Excretas de

\ .
passaros

{:} N

Esporos ou leveduras dessecadas

Fonte: Adaptado de Coelho, Bocca and Casadeval, 2014; Bielska and May, 2016.

Figura 1: Processo de infeccéo de Cryptococcus. Cryptococcus pode ser encontrado no
ambiente, associados arvores, solo, excrementos de aves e amebas. A infecgéo ocorre
guando esporos e/ou leveduras dessecadas sao inaladas. Nos pulmdes, os fungos
inalados sdo depositados nos alvéolos pulmonares onde podem se reproduzir, alcancar
a corrente sanguinea e se disseminar para outros 6rgaos, inclusive o SNC, causando a
forma mais grave da doenca, a meningoencefalite (BIELSKA; MAY, 2016; COELHO;
BOCCA; CASADEVALL, 2014).
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As manifestacdes clinicas causadas por C. gattii diferem dependendo do
gendtipo do isolado. Por exemplo, infecgdo causada pelo gendtipo VGI
normalmente se apresenta com doenga do SNC, incluindo granulomas
(criptococomas) e muitas vezes com lesdes simultaneas de pulmé&o. Por outro
lado, a infeccao por VGII mais comumente se apresenta como doenca pulmonar.
Ambos os tipos moleculares de C. gattii tem uma predilecdo para hospedeiros
imunocompetentes. Em contraste, o tipo molecular VGIII foi encontrado em uma
série de pacientes infectados pelo HIV no sul da Califérnia, e VGIV foi
identificado na Africa também associada com pacientes com AIDS. Ja C.
neoformans é conhecido por infectar principalmente imunossuprimidos, em
especial pacientes HIV positivos. O sorotipo A € predominante, sendo
responsavel por 95% de todas as infec¢cbes causadas por C. neoformans (CHEN;
MEYER; SORRELL, 2014; MA; MAY, 2009). Entretanto, estudos mais recentes
vém mostrando que C. neoformans e C. gattii usam mecanismos especializados
para se adaptar ao hospedeiro mamifero e, portanto, podem ser considerados

patdgenos primarios e ndo oportunistas (KRONSTAD et al., 2011).

2.1.1 Principais fatores de viruléncia e mecanismos de patogénese envolvidos

nas infec¢des do trato respiratdrio causadas por Cryptococcus

As espécies C. gattii e C. neoformans expressam 0 mesmo conjunto dos
principais fatores de viruléncia, que sdo necessarios para a sobrevivéncia do
fungo no meio ambiente e/ou no hospedeiro mamifero. Os principais séo: a
capsula polissacaridica, a capacidade de crescer a 37°C, a atividade de lacase,
que é responsavel pela producdo de melanina, e a secrecdo de enzimas
extracelulares como a fosfolipase B (Plbl), urease, superéxido dismutase
(SOD1), peroxidases (PER) (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015; CHEN;
MEYER; SORRELL, 2014).

Também compartilham fungdes relacionadas a viruléncia, como genes
adicionais, fatores de transcricdo e vias de sinalizagcdo que respondem aos
estresses do ambiente, garantindo a integridade da parede celular, permitindo
adaptacdes durante situacbes de hipoxia, alteracbes da osmolaridade,

determinantes da proliferacdo e do metabolismo no hospedeiro, transporte
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intracelular e sensoriamento de pH do meio, regulacdo e absorcédo de ferro e
cobre e metabolismo do zinco (CHEN; MEYER; SORRELL, 2014).

Outra funcdo associada a viruléncia é a capacidade de reproducao
sexuada ou mating type. Assim, mating ou o desenvolvimento sexual controla a
formacao de esporos infecciosos, e a inalagcdo de esporos confere vantagens
para o fungo no processo inicial da infec¢cdo, quando comparado com a infec¢ao
iniciada por inalacéo de leveduras dessecadas. Os esporos apresentam maior
resisténcia a dessecacéao, altas temperaturas e estresse oxidativo, sendo mais
resistentes as condigbes do ambiente. Além disso, 0s esporos interagem de
forma diferente com os macrofagos do hospedeiro, sendo capazes de germinar
e crescer dentro das células fagociticas (BIELSKA; MAY, 2016; KRONSTAD et
al., 2011; MAZIARZ; PERFECT, 2016). Mating type também est4 associado ao
aumento na producao de células titanicas ou gigantes, que podem atingir até 100
pm de didmetro nos pulmdes, em contraste com células de tamanho tipico de 5-
7 Pm, e estdo associadas a uma maior sobrevivéncia dos fungos e,
possivelmente, ao estado de laténcia (ZARAGOZA; NIELSEN, 2013).

A capacidade de crescer em temperaturas fisiologicas, 37°C, € essencial
para a viruléncia de C. neoformans e C. gatti. Todos os mutantes que
demonstram um fendtipo sensivel a temperatura de 37°C sédo avirulentos e

incapazes de causar infeccdo em modelos de mamiferos (PERFECT, 2005).

A cépsula € composta por 90-95% de glucuronoxilomanano (GXM) e 5%
de galactoxilomanano (GalXM). GXM €& um grande polimero com uma estrutura
de repeticdo de a-1,3-manose e com ramificagcbes de [-D-xilopiranosil, B-D-
glucuronosil e 6-o-acetil. Diferencas nesta estrutura determinam os diferentes
sorotipos de C. neoformans e C. gattii, pois sdo reconhecidas por anticorpos
distintos (MA; MAY, 2009). E considerada o principal fator de viruléncia, de modo
gue mutantes desprovidos de cépsula sdo avirulentos e ndo sédo capazes de
sobreviver e replicar no interior de macréfagos (GARCIA-RODAS; ZARAGOZA,
2012; ZARAGOZA et al., 2008).

Assim, a capsula interfere com a resposta imune do hospedeiro em varios
niveis: apresenta propriedades antifagociticas, inibe a producéo de anticorpos,
leva a deplecdo de fatores do complemento, inibe a migracdo de leucdcitos,
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atrasa a maturacdo e a ativacdo de células dendriticas, e, também, confere
resisténcia em condi¢Oes de estresse, tais como desidratacdo, protecao contra
radicais livres e compostos antimicrobianos (MA; MAY, 2009; ZARAGOZA,
2011). Com relacéo as propriedades antifagociticas, a capsula atua como uma
barreira fisica, dificultando o reconhecimento de receptores de células
fagocitarias com os epitopos da parede celular fangica. Além disso, o
polissacarideo capsular também pode se ligar aos receptores CD14 e toll-like
(TLR —do inglés: toll-like receptors /receptores do tipo Toll) 2 e 4, produzindo a
translocacado de NFkB para o nucleo e, consequentemente, inibindo a secregao
de TNFa (Fator de necrose tumoral-alfa), o que gera uma ativacao deficiente dos
macréfagos. Em adicdo a este mecanismo, a cipsula também pode induzir a
expressdo do Fas ligante (Fas - do inglés - associated death domain / Dominio
de morte associado) na superficie dos macrofagos, que por sua vez induz a
apoptose de células T e de macrofagos (GARCIA-RODAS; ZARAGOZA, 2012).

Outra caracteristica importante da capsula é a sua capacidade de alterar
seu tamanho de acordo com as condi¢cdes do ambiente. Durante 0 processo
infeccioso a capsula pode sofrer um aumento/alargamento significativo que
também impacta na interacdo com os macrofagos, favorecendo o escape do
fungo da morte celular, diminuindo sua susceptibilidade aos radicais livres e
peptideos antimicrobianos, protegendo contra as condicbes de estresse do
fagolisossomo (ZARAGOZA et al., 2008).

A enzima lacase é outro fator que participa e contribui no mecanismo de
escape do fungo. As lacases pertencem ao grupo das fenoloxidases e catalisam
a oxidacdo de uma grande variedade de compostos fendlicos e aminas
aromaticas. Sao sintetizadas intracelularmente e transportadas através de
vesiculas para a parede celular, onde interagem com substrato de melanizagéo,
as catecolaminas por exemplo, produzindo granulos de melanina, que ficam
sustentados pelos polissacarideos da parede celular. Muitos estudos apontam
para o aumento da expressao de lacase em resposta aos mecanismos de defesa
do hospedeiro (EISENMAN; CASADEVALL, 2012; GIARDINA et al.,, 2010;
PISCITELLI et al., 2011).

As melaninas apresentam muitas propriedades que contribuem para a
sobrevivéncia do fungo no ambiente e no hospedeiro, com relacdo a patogénese
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da criptococose, destaca-se a protecdo contra a fagocitose e contra o ataque
oxidativo das células fagociticas, contribuindo para a disseminacdo extra-
pulmonar da doenca. Além disso, apresenta propriedades imunomoduladoras,
alterando ou até mesmo inibindo a producdo de citocinas (EISENMAN;
CASADEVALL, 2012; MEDNICK; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2005).

Os fungos no ambiente exercem com perfeicédo a funcéo de "recicladores”
da natureza, para isso, secretam uma série de enzimas para a degradacédo de
macromoléculas e obtencao de nutrientes no ambiente. O mesmo ocorre durante
0 processo infeccioso, em que uma série de enzimas, como lipases, proteases
e desoxirribonucleases (DNases) sao liberadas e contribuem para a viruléncia
do fungo, destruindo os tecidos, aumentando seu poder invasivo e interferindo
com a resposta imune do hospedeiro (ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015).

Para sobreviver e crescer no hospedeiro, o fungo deve metabolizar
creatinina, xantinas e acido urico. Assim, a urease desempenha um importante
papel catalisando a hidrélise de ureia, amdnia e carbamato, sendo considerada
um grande fator de viruléncia, além de estar envolvida na travessia do patégeno
do pulméo para o SNC, contribuindo na passagem da barreira hematoenceféalica
(BBB- do inglés blood-brain barrier) e migracdo para o SNC (ALMEIDA; WOLF;
CASADEVALL, 2015). Embora o papel especifico desta enzima na invasdo da
BBB ainda ndo € amplamente esclarecido, tem sido sugerido que a degradacéo
enzimatica extracelular da uréia, gerando amoénia tbxica, pode danificar as
células endoteliais e levar a um aumento na permeabilidade da barreira (YANG;
WANG; ZOU, 2017). A urease também € capaz de promover uma resposta
celular anti-inflamatéria mediada por células Th2 nos pulmdes. Junto com a
urease, a fosfolipase B € importante no estabelecimento da criptococose
cerebral, e é necessaria para a expulsdo de Cryptococcus dos macrofagos
(CHEN; MEYER; SORRELL, 2014).

Fosfolipase B, fosfolipase C, lisofosfolipase, aciltransferase e atividade da
fosfolipase sdo enzimas capazes de promover a ligacdo fungica as células
hospedeiras. Fosfolipase B promove a invaséo fungica no tecido hospedeiro e
hidrolisa fosfosfolipidios presentes no surfactante pulmonar e na membrana
plasmatica. Além disso, contribui para a sobrevivéncia dos fungos, mantendo a
integridade da parede e fornece nutrientes que podem ser usados como fontes
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de carbono durante a infeccéo. A fosfolipase C € crucial no desenvolvimento de
fendtipos virulentos, estando envolvida na produgédo de melanina, crescimento a
37 °C, secrecdao de fosfolipase B e resisténcia a drogas antifingicas, além disso,
também esta envolvida na regulacdo da homeostase, separacao celular apos
citocinese, e na manutencéao da integridade da parede celular (ALMEIDA; WOLF;
CASADEVALL, 2015; YANG; WANG; Z0OU, 2017).

A figura 2 (A) representa as principais enzimas envolvidas no processo da
patogénese de Cryptococcus e que podem alterar o processo de infecgéo, por
isso sdo alvos potenciais para novos agentes antifungicos. Algumas sé&o
mantidas ativas dentro da célula, como as envolvidas na biossintese celular,
enguanto outras sédo secretadas através de sistemas de secrecao por vesiculas
(ALMEIDA; WOLF; CASADEVALL, 2015; BIELSKA; MAY, 2016; CHEN;
MEYER; SORRELL, 2014). A figura 2(B) apresenta um esquema da capsula
polissacaridica, mostrando a disposicdo das moléculas de GXM (mostradas em
cinza) e GXMGal (mostradas em vermelho). GXMGal sdo encontradas
principalmente em capsulas crescentes de célula filha em desenvolvimento, em
quantidades bem menores nas capsulas de células maduras (BIELSKA; MAY,
2016).
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Figura 2: Principais fatores de viruléncia envolvidos no processo da patogénese de
Cryptococcus. (A) Destaque para as principais enzimas; (B) Esquema representativo da
cépsula polissacaridica criptocéccica.

31



2.1.2 Disseminacéao e entrada no SNC

Uma caracteristica fundamental da patogénese da criptococose envolve
a saida de Cryptococcus dos pulmdes para o sangue periférico circulante e sua
entrada no compartimento do SNC. O neurotropismo apresentado por
Cryptococcus pode ser explicado pelo fato do SNC ser um sitio imuno-
privilegiado, ser um ambiente estéril e 0 LCR (Liquido cefalorraquidiano) conter
substratos neuronais que promovem o crescimento e favorecem a sobrevivéncia
desses patdgenos, particularmente nos espacos perivasculares, constituindo um
nicho rico e muito interessante para esses microorganismos. Outro fator
importante € a elevada concentracdo de catecolaminas, que sdo excelentes
substratos para o fungo na producéo de melanina, um de seus principais fatores
de viruléncia. Assim, estes patégenos desenvolveram mecanismos eficientes
para atravessar a BBB (Sigla do ingés, blood-brain barrier — barreira
hematoencefélica) e sobreviverem no SNC (FRANCO-PAREDES et al., 2015;
MAY et al., 2016).

Existem trés mecanismos propostos para explicar a travessia de
Cryptococcus através da BBB, embora 0s mecanismos para este neurotropismo
ainda nao sejam totalmente compreendidos. De acordo com May e
colaboradores (2016), no primeiro mecanismo, as células de Cryptococcus
poderiam forcar sua passagem entre as juncdes das células endoteliais, em um
processo conhecido como paracitose, usando proteases e urease, para
promover a transmigracao endotelial. O segundo seria a transcitose, em que 0
acido hialurénico situado na superficie da levedura se liga ao CD44, molécula
presente no limem endotelial, promovendo a ligagcédo do fungo a célula endotelial
do hospedeiro. Esta ligacdo induz uma proteina quinase C dependente de actina
que promove uma remodelacdo na célula endotelial hospedeira, levando-a a
engolir a levedura. Curiosamente, trabalhos recentes revelaram que os elevados
niveis de inositol presentes no cérebro agem como um gatilho para desencadear
esse processo e aumentam a expressao de acido hialurénico pelo fungo.
Finalmente, o terceiro mecanismo propde que Cryptococcus atravesse a BBB
dentro de macrofagos que atuariam como “Cavalo de Troia”. Nesse ultimo caso,
macrofagos com células fungicas internalizadas cruzam a BBB, evitando assim

a exposicao da levedura ao sistema imune do hospedeiro (KRONSTAD et al.,
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2011; MAY et al., 2016; SANTIAGO-TIRADO et al., 2017a; SORRELL et al.,
2016; YANG; WANG; ZOU, 2017).

A figura 3 ilustra os trés possiveis mecanismos utilizados pelo fungo para

acessar o SNC.
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Figura 3: Mecanismos de transmigracdo de Cryptococcus para o SNC. (A) Travessia
transcelular: Cryptococcus se liga a receptores na célula endotelial (CD44 ou RHAMM -
receptor de motilidade mediada por hialuronano), que desencadeia a endocitose celular,
mediada por proteinas quinases C dependente de actina (PKCa, proteina quinase Ca;
DYRKS3, quinase 3 regulada por fosforilagdo de tirosina de especificidade dupla.). (B)
Disseminagéo por cavalo de Troéia: Cryptococcus € fagocitado por um macrofago, que é
capaz de cruzar a BBB, resultando no transporte do patégeno para o cérebro. (C) Via
paracelular: Cryptococcus danifica e enfraquece as juncdes intercelulares por meio de
enzimas como proteases e urease, o que facilita a passagem do microorganismo entre
as células endoteliais.

2.1.3 Resposta imune respiratéria frente a Cryptococcus

Os receptores de reconhecimento de padrdes transmembrana (PRP), do
hospedeiro, mais importantes na defesa contra C. gattii s&o os receptores do tipo
Toll 4 e 9 (TLR 4 e TLR9). O reconhecimento de C. neoformans envolve
principalmente TLR2, que reconhece quitina, o que evidencia diferencas na
organizacao e localizacao de estruturas derivadas de quitina entre Cryptococcus.
induz maiores

Além disso, alguns estudos mostraram que C. gattii
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concentracdes de citocinas, como citocinas pré-inflamatoérias IL-1B8, TNF-a e IL-
6 e as citocinas IL-17 e IL-22, produzidas por células T, quando comparado com
C. neoformans (BIELSKA; MAY, 2016).

A deposicdo de esporos ou células fangicas dentro dos alvéolos
desencadeia um reconhecimento imediato pelos macréfagos alveolares e/ou
células dendriticas, que iniciam a remocao desses microorganismos por meio da
fagocitose. Assim, esses fagocitos tentam eliminar esses microorganismos e
buscam, também, iniciar e modular a resposta imune mais adequada, podendo
levar a formacéo de granulomas capazes de conter e resolver o foco infeccioso
ao longo de um periodo de semanas ou meses. Entretanto, o declinio da
eficiéncia imunitaria pode levar ao ressurgimento de uma infeccéo criptococica
dormente (GIBSON; JOHNSTON, 2015; MAY et al., 2016).

Cryptococcus sao habeis em superar a morte pelos fagoécitos do
hospedeiro, capazes de modificar a maturacdo do fagolisossomo, se replicar
dentro dessas células e, também, de escapar por meio de um processo nao litico
denominado vomocitose (SMITH et al., 2015).

O reconhecimento pelo receptor Dectina-1 nas células dendriticas de
produtos fungicos, estimula a producédo de citocinas pré-inflamatorias, IL-6, IL-1
e IL-23, por essas células, e esta combinacao de citocinas induz a expanséao de
células Thl7, que tém sido caracterizadas pela producdo de um perfil de
citocinas distinto, denominadas IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. Estas citocinas, em
especial a IL-17, desempenham uma importante funcdo no recrutamento de
neutréfilos e alguns mondcitos, para o sitio da infeccdo, promovendo uma
inflamacéo neutrofilica que leva a ingestdo e morte do patdégeno, constituindo,
assim, um papel protetor para o hospedeiro, especialmente frente a infecgbes
fungicas (GIBSON; JOHNSTON, 2015; ROMANI, 2011).

A resposta adaptativa mediada por células Thl e/ou Thl7 resulta no
controle da infecgdo e € menos prejudicial para o hospedeiro, enquanto que a
resposta Th2, mediada por IL-4 e IL-13, esta associada a disseminag¢do do
patdgeno e danos ao hospedeiro, sendo mais prejudicial (GIBSON; JOHNSTON,
2015; SCRIVEN et al., 2016). As respostas do tipo Thl séo caracterizadas pela
producédo de IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a (GIBSON; JOHNSTON, 2015).
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2.1.4 Tratamento da criptococose

Apenas trés classes de antifiingicos sdo usados atualmente para tratar a
criptococose: os polienos (como a anfotericina B), os azdis (como o fluconazol)
e 0 analogo de pirimidina (flucitosina (5-FC)). A anfotericina B desoxicolato
(AmBd) em combinacdo com a flucitosina constitui a terapia de escolha no
tratamento da infec¢cdo criptocOcica grave, incluindo meningoencefalite.
Entretanto, nos paises da América Latina, a 5-FC ndo esté disponivel. E na
maioria dos paises do continente africano, onde ocorre o maior nimero de casos
de meningoencefalite, a AmBd néo esta disponivel. AmBd e 5-FC séo farmacos
de elevada toxicidade e precisam ser administradas em ambiente hospitalar, o
que eleva ainda mais os custos e dificulta o acesso em muitas regides sem
infraestrutura hospitalar (RODRIGUES, 2016).

Assim, nos paises com recursos limitados, como na América Latina, é
recomendado um regime alternativo que consiste no uso de AmBd associado ao
fluconazol na fase de inducdo, seguido do uso de fluconazol na fase de
consolidacdo. A anfotericina B lipossomal é uma alternativa, com resultados
semelhantes e menor nefrotoxicidade, sendo recomendada especificamente
para pacientes com risco de disfuncédo renal, devido ao elevado custo. O
tratamento deve ser mantido por 4 a 8 semanas e ap0s este periodo, é adotado
o tratamento de manutencédo com fluconazol, que deve ser mantido por até um
ano. O tratamento de escolha da infeccdo pulmonar, seja por C. gattii ou C.
neoformans, em pacientes higidos ou imunossuprimidos, é o fluconazol, por
apresentar boa biodisponibilidade oral, que também apresenta excelente
penetracdo no LCR, devendo ser administrado uma vez ao dia por via oral,
durante 6 a 12 meses. Outros triazéis também podem ser utilizados
alternativamente, tais como itraconazol, posaconazol e voriconazol (CHEN;
MEYER; SORRELL, 2014; MAY et al., 2016; MAZIARZ; PERFECT, 2016).

Entretanto, além da elevada toxicidade dessas drogas, o prolongado
tempo de administracdo favorece o desenvolvimento de resisténcia. Na Africa, a
resisténcia aos azois vem atingindo numeros alarmantes (RODRIGUES, 2016).
Estudos realizados pelo programa global de vigilancia antifingica ARTEMIS
encontraram isolados de C. gattii com reduzida susceptibilidade ao fluconazol
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(SANTOS et al., 2014). As vacinas antifangicas aprovadas para uso humano
ainda ndo estdo disponiveis. As altas taxas de mortalidade estdo associadas a
um diagnéstico tardio, ao acesso, em muitos locais, apenas aos tratamentos
menos efetivos e ao aumento da resisténcia aos medicamentos (RODRIGUES,
2016). Um estudo em Botswana, Africa, mostrou que as taxas de meningite
criptococica ndo sofreram reducdo ao longo de 2010-2014, embora tenha
ocorrido uma ampla cobertura da TARV, com 90% de detecgéo do HIV, 90% de
inscricdo na terapia antirretroviral e 90% de cargas virais indetectaveis, o que
possivelmente estd associado a falhas no cuidado e no tratamento desses
pacientes (TENFORDE et al., 2017; WILLIAMSON, 2017).

2.2 Coinfecgdes ou Doengas Polimicrobianas

As infeccOes respiratorias estdo entre as principais causas de morte em
todo o mundo, sendo responsaveis por trés milhdes de mortes em 2016 (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, [s.d.]). Mesmo com os avan¢os da medicina e com
melhorias nas politicas de salde publica, as doencas infecciosas continuam a
ser um dos maiores encargos para a humanidade, nesse contexto, as doencas
polimicrobianas ou coinfeccdes representam um grande desafio, pois, além de
envolverem doencas com maior gravidade, ainda sdo pouco estudadas e
certamente subnotificadas (PASMAN, 2012).

De acordo com Bakaletz (2004), coinfec¢cdo ou doencas polimicrobianas
envolvem dois ou mais microorganismos que atuam de forma
concomitante/sinérgica ou sequencial, podendo envolver condi¢cdes agudas ou
cronicas, mediando processos complexos de doencas. Na maioria das vezes
envolvem organismos de diferentes reinos, géneros e espécies ou diferentes

variantes fenotipicas de uma unica espécie (BAKALETZ, 2004).

Um importante exemplo de infeccdo concomitante e aguda é o aumento
da susceptibilidade a infec¢bes bacterianas respiratérias, durante a infec¢cdo em
curso pelo virus influenza, que constitui a principal causa de morte
especialmente nos idosos. Da mesma forma, infec¢cdes cronicas em curso
podem aumentar a susceptibilidade a infeccbes agudas concomitantes. Um
exemplo classico é a infecgdo cronica pelo virus HIV que, ao promover uma
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esmagadora supressdo do sistema imune, expde o individuo ao
desenvolvimento de infeccbes agudas concomitantes causadas por
microorganismos oportunistas (PASMAN, 2012).

A coinfeccdo também pode ser secundaria/sequencial, um exemplo € o
desenvolvimento de pneumonia bacteriana, que pode ocorrer logo apés a
eliminacdo do virus influenza, caracterizando uma situacdo ligeiramente
diferente de infec¢cdo concomitante. H4 também outras coinfec¢des respiratorias,
tais como a otite média, que € especialmente comum em criangas e, geralmente,
causada por Streptococcus pneumoniae ou Haemophilus influenzae, que ocorre
imediatamente apoOs infeccdo causada por coronavirus, Vvirus sincicial
respiratorio (RSV — do inglés respiratory syncytial virus), ou por adenovirus
(BREALEY et al., 2015; PASMAN, 2012).

Os mecanismos que levam a coinfec¢ao ainda sdo pouco compreendidos.
De acordo com Pasman (2012), é razoavel imaginar que numa infeccao
secundéria, um determinado microorganismo entrando em um ambiente ja
inflamado, com lesdo tecidual, com uma resposta imune adaptativa ja em curso,
poderia ativar diferentes genes de viruléncia, infectar diferentes tipos de células
e tecidos, e usar diferentes estratégias das que usaria ao infectar um tecido
integro. Isso é visto, por exemplo, em casos complicados de tuberculose
secundaria a infeccéo pelo HIV, em que Mycobacterium tuberculosis pode mais
facilmente se espalhar para locais extra-pulmonares (BOSCH et al., 2013;

PASMAN, 2012; SKALSKI; LIMPER, 2016).

De modo geral, coinfec¢cdes do trato respiratério inferior com virus e
bactérias sdo comumente observados, especialmente durante infec¢gdes agudas
graves e no curso de doencas respiratorias cronicas. Além disso, estudos
recentes vém mostrando que a presenca simultanea de bactérias e virus afeta o
curso e a gravidade das infeccbes e muitos sdo 0s mecanismos envolvidos
nesse processo, como por exemplo, comprometimento da depuragcéo mucociliar,
perda das juncbes epiteliais, expressdo de receptores do hospedeiro que
poderiam facilitar a adesdo de bactérias, mudangas no microambiente que
poderiam aumentar a oferta de nutrientes, temperatura e ATP extracelular,

alterando o transcriptoma bacteriano e quadro de imunossupressao ou
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modulacdo desfavoravel da resposta imune causada por componentes virais
(BELLINGHAUSEN et al., 2016; BOSCH et al., 2013).

Com a pandemia do HIV, muitas doencas que antes eram consideradas
raras e ndo invasivas passaram a ter grande relevancia e impacto na saude.
Dessa forma, os fungos do género Cryptococcus, que eram considerados
patdgenos incomuns, com apenas alguns casos conhecidos antes de 1955,
tornaram-se microorganismos oportunistas, com o aumento da populacéo de
imunocomprometidos. Assim, a neurocriptococose, uma meningoencefalite
fungica, se tornou uma importante preocupacdo diante da pandemia do HIV,
sendo a principal manifestacdo clinica associada e apresentando elevados
indices de mortalidade (CRUMP et al., 2011; QUIAN et al., 2012; ROHATGI;
PIROFSKI, 2015; SKALSKI; LIMPER, 2016).

Apesar da coinfeccdo entre virus HIV e Cryptococcus ser bastante
descrita na literatura, h& poucos relatos de coinfeccdo entre esse fungo e outros
agentes. Algumas coinfec¢cbes documentadas com C. neoformans no liquido
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes com meningite incluem: Toxoplasma
gondii, neurocisticercose, malaria, com a alga Prototheca wickerhamnii,
Mycobacterium tuberculosis, e também com Streptococcus pneumoniae (JOHN;
COOVADIA, 1998; MARTINEZ-LONGORIA et al., 2015; NADAUD et al., 2007;
SALEEM; FASIH; ZAFAR, 2015). Com relacdo a coinfec¢des pulmonares sao
encontrados relatos de coinfec¢do de C. neoformans com Pneumocystis jiroveci,
Histoplasma capsulatum, Mycobacterium tuberculosis (CORDERO et al., 2016;
JAIN; MAHAJAN; KUMAR, 2016; JAVIER et al., 2012; KAKEYA et al., 2014). Um
outro caso relatado foi de septicemia por Candida albicans e Cryptococcus
neoformans concomitante, em paciente soropositivo (MANFREDI; CALZA;
CHIODO, 2017).

Diante de um quadro de infeccdo do SNC, um diagndstico rapido e a
correta identificacdo dos microrganismos patogénicos sdo de fundamental
importancia para determinar o melhor tratamento antimicrobiano e aumentar as
chances de cura do paciente, reduzindo possiveis sequelas. A cultura do LCR
(liquido cefalorraquidiano) é considerada o “padrao ouro” para o diagnostico de
meningite, pois permite identificar e avaliar a susceptibilidade in vitro do agente
causador e a escolha adequada do antimicrobiano. Entretanto, na pratica
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laboratorial, € comum observar que muitos dos ensaios de cultura do LCR,
microscopia, como coloracdo de Gram ou tinta da india, e inclusive os testes de
aglutinacdo em latex, ndo sédo sensiveis e séo limitados, e muitos casos de
infeccbes permanecem inadequadamente tratados (FAVARO et al.,, 2013;
SIDDIQI et al., 2014).

Em um interessante estudo, Siddigi e colaboradores (2014), realizaram
PCR em amostras de LCR de pacientes infectados pelo virus HIV e com
sintomas sugestivos de alteraces no SNC, utilizando iniciadores patdgenos-
especificos. As analises revelaram que, das 331 amostras analisadas, foram
encontrados em 68 (36,0%) amostras mais de um patdgeno, reforcando a
hipétese de que mdltiplos patdégenos podem frequentemente coexistir no LCR e
essas infeccfes mistas possivelmente sdo subdiagnosticadas, uma vez que
técnicas moleculares mais sensiveis ainda ndo sdo utilizadas rotineiramente,
prevalecendo as técnicas de cultura para deteccdo de patdgenos
(BELLINGHAUSEN et al., 2016; SIDDIQI et al., 2014).

Um estudo recente e pioneiro realizado em nosso grupo avaliou a
influéncia da infeccdo pelo virus Influenza A HIN1 na progressdo da
criptococose causada por C. gatti em modelo murino. Os dados obtidos
mostraram que a infeccdo secundaria de C. gattii ao virus influenza A provocou
maior morbidade e letalidade precoce da criptococose, com especial destaque
para um aumento da carga fungica no SNC dos camundongos. A coinfeccéo
entre esses dois patbgenos modificou a resposta inflamatéria do hospedeiro,
com aumento de neutréfilos e macréfagos no local da infec¢do, inducédo da
producdo de IFN-a4/B, mas diminuigdo dos niveis de IFN-y, mostrando uma
alteracdo na resposta imune classicamente conhecida como protetora, e, tendo
como consequéncia direta, a alteracdo da fagocitose com reducéo da atividade
fungicida dos macrofagos. Além disso, foi observado uma modificagdo na
morfologia fangica, com aumento da capsula e diametro celular. Assim, a
alteracdo da viruléncia de C. gattii e do perfil inflamatorio durante a infecgéo
simultanea com o virus influenza A justificam o aumento da morbidade,

resultando na menor sobrevida dos camundongos (OLIVEIRA et al., 2017).
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2.3 InteracBes entre microorganismos nas coinfeccées

E importante considerar que existem muitas interacbes entre
microorganismos na natureza, mas ainda € muito pouco conhecido como as
bactérias interagem com patogenos fungicos no ambiente e em hospedeiros
humanos. Microorganismos que compartilham nichos em comum, especialmente
bactérias, podem desenvolver mecanismos antagbnicos direcionados contra
fungos causadores de doencgas, e a compreensdo desses mecanismos de
interacdo, tanto em relacdo patdogenos e hospedeiro, quanto em relacdo aos
agentes da coinfeccdo entre si, podem contribuir para o desenvolvimento de
novas drogas ou imunoterapias, ampliando as possibilidades terapéuticas e
certamente podem contribuir ampliando a compreensao dos mecanismos de
patogénese (DHAMGAYE; MURRAY; PELEG, 2015; MAYER; KRONSTAD,
2017).

Nesse sentido, a literatura recente dispbe de trabalhos que buscaram
compreender in vitro as relacbes estabelecidas entre microorganimos
patogénicos. Um estudo recente, realizado por Mayer e Kronstad, 2017,
identificou uma bactéria do solo, Bacillus safensis, que bloqueou vérios fatores
de viruléncia de C. neoformans, incluindo a formacdo de melanina, a producéo
de cépsula e também inibiu a formacéo de biofilme criptocdcico. Esta bactéria
compartilha nicho comum com Cryptococcus no ambiente, e a inibicdo da
melanizacao fangica foi dependente do contato direto entre as células. Analises
genéticas e fenotipicas demonstraram que a quitinase bacteriana tem acao
contra a quitina da parede celular fingica, desestabilizando a parede celular, um
dos mecanismos com maior contribuicdo para mediar os efeitos de B. safensis.
Esta bactéria também apresentou atividade contra fatores de viruléncia de C.
albicans, inibindo fortemente a filamentacdo de C. albicans e a formagéo de
biofilme (MAYER; KRONSTAD, 2017).

De modo geral, infec¢des fungicas, especialmente a criptococose, sao de
dificil tratamento, devido a similaridade morfofisiolégica dos fungos com as
células humanas, ambas células eucariotas. Assim, a compreensdo dessas
relacdes propde um novo conceito de desenvolvimento antimicrobiano, que vem

ganhando atencdo das pesquisas e visa 0 desarme de patdgenos, ou seja,

40



desestabilizar em vez de erradicar, atuando na inibicéo dos fatores de viruléncia,
que podem ser alvos mais seletivos para as células fungicas, tornando-as
inofensivas e/ou mais susceptiveis a contencdo por antimicrobianos ou pelo
sistema imune humano (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007; MAYER;
KRONSTAD, 2017).

A criptococose pode ocorrer concomitantemente com outros patdégenos,
0 que inclusive necessita maiores estudos por haver possibilidades de
coinfec¢cdes subdiagnosticadas, uma vez que 0S pacientes susceptiveis
normalmente se encontram em uso de terapia medicamentosa, 0 que poderia
mascarar o diagnéstico de um dos patdgenos associados no processo de
infeccdo. Além disso, h& possibilidades de multiplas intera¢des de C. gattii com
outros patdégenos e até mesmo com microorganismos da microbiota do
hospedeiro, interacdes desconhecidas e que poderiam exercer influéncia nos
mecanismos de patogénese desta micose (DHAMGAYE; MURRAY; PELEG,
2015; NADAUD et al., 2007; RODRIGUES, 2018; SALEEM; FASIH; ZAFAR,
2015).

2.4 Pseudomonas aeruginosa e Infeccdes das Vias Aéreas

A bactéria Pseudomonas aeruginosa, de forma semelhante a
Cryptococcus, esta presente no ambiente e atua como um patégeno oportunista,
infectando varios Orgaos e tecidos, sendo importante agente causador de
pneumonias nosocomiais. Apresenta uma maquinaria celular complexa e
especializada, sendo capaz de secretar um enorme arsenal de toxinas
importantes na patogenicidade e com grande potencial na inibicdo do
crescimento de diferentes microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e
fungos como Saccharomyces cerevisiae, Candida spp., Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum e Cryptococcus (BORA, 2016; RABIN;
HAUSER, 2003; RELLA et al., 2012; TUPE et al., 2014).

O efeito inibitoério de substancias produzidas por varias linhagens de P.
aeruginosa contra C. neoformans foi observado, in vitro, pela primeira vez em
1954. Desde entéo, alguns estudos foram realizados na tentativa de isolar essas

substancias e compreender melhor os mecanismos de inibicdo de P. aeruginosa.
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Rella et al., 2012, realizou um estudo mostrando que moléculas de quorum
sensing (QS) e fenazinas, principalmente piocianina, inibem significativamente o
crescimento criptococico. Essa inibicdo foi detectada principalmente durante o
co-cultivo desses microorganismos, sugerindo que o contato fisico desencadeia
a producdo de moléculas antifungicas pela bactéria (RELLA et al., 2012).
Entretanto, novos estudos precisam ser realizados no intuito de esclarecer mais
especificamente esses mecanismos de inibicdo e como eles podem interferir in

Vivo.

Contextualizando, P. aeruginosa é uma bactéria Gram negativa,
baciliforme, aspordgena, monoflagelada, pertencente ao grupo dos néo
fermentadores, realiza respiracdo aerObia como seu metabolismo ideal,
entretanto pode também realizar respiracdo anaerobia na presenca de nitrato ou
de outros receptores de elétrons (ABDUL-HUSSEIN; ATIA, 2016). Devido ao seu
genoma relativamente grande (~5-7 Mbp) e um metabolismo de admiravel
versatilidade, é capaz de sobreviver e se desenvolver nos mais variados nichos
ambientais, como solo, matéria organica em decomposicao, vegetacéo, agua,
ambiente hospitalar, biomateriais e em ambientes Umidos de modo geral.
(BALLOK; O'TOOLE, 2013; GELLATLY; HANCOCK, 2013; MULCAHY;
ISABELLA; LEWIS, 2014). E capaz de causar um amplo espectro de doencas
agudas e croénicas como infeccdes pulmonares, epiteliais, oftalmicas, no trato
urinério, ésseas e articulares e no sistema nervoso central (SNC). Acomete
especialmente individuos imunocomprometidos e com doencas preexistentes,
incluindo pacientes diabéticos, com queimaduras graves, transplantados, com
neoplasias hematoldgicas, em uso de cateteres e préteses, traqueostomizados
e em uso de drogas imunossupressoras. E um agente causador comum de
pneumonia hospitalar, sendo frequentemente adquirida por pacientes em uso de
ventilagdo mecanica, denominada pneumonia associada a ventilagdo mecéanica
(PAV), por pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) e,
especialmente, pacientes com fibrose cistica (FC). E raramente associada a
infeccdes cronicas em pacientes imunocompetentes, embora existam relatos de
casos, inclusive fatais, de infec¢bes por P. aeruginosa em individuos higidos
(MORADALI; GHODS; REHM, 2017; MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014,
STREETER; KATOULI, 2016).

42



Existem variadas formas de contagio, como por exemplo, a ingestao de
alimentos contaminados, contagio em areas umidas, como piscinas, banheiras
de hidromassagem, banheiros, cozinhas e pias. Em ambientes hospitalares, o
contagio pode ocorrer pela contaminacdo de equipamentos meédicos, agua e
colonizacdo cruzada entre pacientes, principalmente envolvendo falhas nos
procedimentos de assepsia pelos profissionais de salde. O uso de cateteres,
também favorece a colonizacdo dessas bactérias, por romper as camadas
epiteliais da mucosa, e, além disso, P. aeruginosa possui grande habilidade para
formar biofilmes (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014; STREETER; KATOULLI,
2016).

Apesar dos avanc¢os no controle das infeccdes hospitalares e a introducéo
de uma ampla variedade de agentes antimicrobianos, a infecgdo por P.
aeruginosa continua a ser um grande desafio devido a sua alta resisténcia aos
antimicrobianos, somado a alta incidéncia e a gravidade das infecgcbes. Afeta
mais de 2 milhdes de pacientes hospitalizados, causando cerca de 90.000
mortes anualmente (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014). Alguns estudos
mostraram seu envolvimento em aproximadamente 50% a 60% dos pacientes
imunocomprometidos, em cerca 16% das pneumonias nosocomiais, 12% em
infeccbes do trato urinario, 8% em infec¢des cirargicas e 10% em infec¢des da
corrente sanguinea. A maioria dos estudos mostrou que as taxas de mortalidade
em pacientes com bacteremia variam de 33 a 61%, além de evidéncias de
aumento de casos em infecgbes alimentares (BENIE et al, 2017;
VITKAUSKIENE et al., 2010). Em pacientes de Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) é responsavel por cerca de 13 a 23% das infecgcbes nosocomiais
(DRISCOLL; BRODY; KOLLEF, 2007). Esta entre as infeccbes mais comuns
associada a piora clinica na doenca pulmonar por FC. Criancas com FC tém uma
prevaléncia relativamente baixa, mas o risco aumenta com a idade, atingindo
cerca de 80% dos adultos com FC (MAYER-HAMBLETT et al., 2014).
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2.4.1 Principais fatores de viruléncia e mecanismos de patogénese envolvidos

nas infeccdes do trato respiratério causadas por P. aeruginosa

Apos ser adquirida do meio ambiente, P. aeruginosa coloniza o epitélio do
trato respiratorio nos pacientes com condi¢cdes predisponentes. Dessa forma,
flagelos e pili sdo estruturas envolvidas no processo de adeséao e colonizacgao.
Os flagelos interagem por meio da ligagdo com um glicolipideo de superficie de
membrana epitelial, o asialo-GM1 (glicolipideo asialo-gangliosideo M1) e por
meio de interacdes com receptores do tipo Toll TLR5 e TLR2. Os pili do tipo IV
sdo também anexos filamentosos ligados a superficie celular da bactéria,
promovem movimentos de contracao, permitindo que P. aeruginosa se espalhe
ao longo de superficies hidratadas, dessa forma, facilitam o movimento
bacteriano ao longo da superficie da célula hospedeira e adesao por meio de
ligacdes com asialo-GM1, auxiliando na formac&o de microcolénias, dando inicio
a colonizacdo (KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; STREETER;
KATOULLI, 2016).

A adesdo também € mediada por outras caracteristicas da superficie
celular, incluindo os lipopolissacarideos (LPS). O LPS é uma molécula grande
encontrada na membrana da superficie externa na maioria das bactérias Gram-
negativas, composta por um dominio hidrofébico, o Lipideo A, e um dominio
variavel e hidrofilico, o Antigeno-O, que confere protecéo contra lise mediada
pelo sistema do complemento. Diferengas nas cadeias polissacaridicas
especificas de Antigeno-O sdo a base para a sorotipagem de cepas de P.
aeruginosa. O LPS apresenta papel critico na adeséo pela ligacdo asialo-GM1,
no reconhecimento pelas moléculas do sistema imune inato (receptores TLR4 /
CD14 ou TLR4 / MD-2), responsaveis por induzir inflamacéo, e na ligacédo a
CFTR (regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica), uma
proteina de membrana envolvida na secrec¢ao de ions cloreto (HAUSER, 2011;
KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; PIER; GROUT,; ZAIDI, 1997;
STREETER; KATOULI, 2016).

Duas lecitinas, LecA (PA-IL) e LecB (PAIIL), caracterizadas no citoplasma
de P. aeruginosa, estdo também presentes em grande quantidade na membrana

externa. LecA e LecB se ligam especificamente a glicoconjugados da superficie
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da célula hospedeira, galactose e a fucose, respectivamente, apresentando uma
importante atuacdo no reconhecimento e adesdo da bactéria pela célula
hospedeira. Além disso, a proteina tetramérica LecA demonstrou ter um efeito
citotoxico, causando lesdo no epitélio respiratorio e induz uma alteracdo na
permeabilidade do epitélio intestinal, resultando no aumento da absorcdo de
exoenzima A. LecB parece estar envolvida na biogénese do pilus e na atividade
da protease IV (CHEMANI et al., 2009).

Um outro importante composto presente na superficie celular € o alginato,
um exopolissacarideo mucoide formado por polimeros de acido manurénico e
glucorénico, que também funciona como uma adesina, encapsulando P.
aeruginosa e proporcionando vantagens seletivas para a colonizagdo do tecido
pulmonar, aumentando a resisténcia a opsonizacao e inibindo a acao de células
fagociticas, conferindo protecdo contra radicais téxicos (ROS) e protegendo a
célula bacteriana contra a acdo de antibacterianos. Também pode atuar como
matriz intercelular, permitindo a formacédo de microcolénias e participando da
arquitetura de biofilmes. Em pacientes com fibrose cistica € comum a presenca
de fenotipos mucoides que apresentam uma superexpressdo de alginato
(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; NIVENS et al., 2001).

A secrecdo de proteinas efetoras € de extrema importancia para a
adaptacdo de P. aeruginosa aos mais variados ambientes. Assim, essas
proteinas podem: permanecer limitadas a superficie celular; ser secretadas para
0 meio extracelular; ou, até mesmo, ser injetadas no citosol da célula hospedeira.
Para isso, P. aeruginosa conta com uma magquinaria diversificada, complexa e
especializada, envolvendo diferentes sistemas de secrecdo e um enorme
arsenal de exotoxinas importantes na patogenicidade (BLEVES et al., 2010;
FILLOUX, 2011).

O sistema de secrecédo do tipo Il (T3SS - Type lll Secretion System) de
P. aeruginosa € uma estrutura de pilus complexa, que funciona como um
apéndice tipo agulha formando um poro na membrana eucariotica, permitindo a
injecdo de proteinas efetoras toxicas no citosol das células hospedeiras. A
producdo de proteinas T3SS, incluindo complexos de agulhas e as proteinas
efetoras, € mantida em baixos niveis até o contato com as células do hospedeiro,
quando ocorre rdpido aumento da expressdo dos genes T3SS e ativacdo da
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secrecdo (HAUSER, 2009). Ha quatro toxinas efetoras, as exoenzimas S, T, U e
Y, identificadas e que sao injetadas por esse sistema. ExoS e ExoT sé&o
bifuncionais, possuindo atividade de proteina ativadora de GTPase (GAP) e
atividade de ADP-ribosiltransferase, enquanto ExoY € uma adenilato ciclase.
ExoS, ExoT e ExoY exercem atividade citolitica, com atividades sobre a
organizacdo do citoesqueleto de actina, inibicdo da fagocitose e estdo
associadas ao rompimento das juncdes das células endoteliais. ExoU € uma
citotoxina com atividade de fosfolipase A2 (PLA2), com potente capacidade de
clivar membranas fosfolipidicas e promover lise celular. Devido a atividade de
PLA2, ExoU possui uma atividade pro-inflamatéria, capaz de deflagrar cascata
de inflamacao, levando a uma liberacdo significativa de acido araquiddnico,
eicosandides, citocinas e PAF (Fator de Agregacdo Plaquetaria). Além disso,
ExoU também apresenta atividade citolitica para varios tipos de células,
incluindo células epiteliais, macréfagos e fibroblastos. Estima-se que ExoU
possui uma acaol00 vezes mais potente que ExoS, capaz de causar morte
rapida de células eucaridticas, perda de integridade da membrana plasmatica e
necrose. A grande maioria das cepas expressa uma das duas principais
exotoxinas, ExoU ou Ex0S, mas raramente ambas. A exata contribuicdo de cada
toxina na patogénese ainda ndo esta totalmente esclarecida, tem sido
documentada uma alta prevaléncia de producdo de ExoS em isolados de P.
aeruginosa de infec¢des do trato urinério e feridas. Por outro lado, ExoU esta
altamente associada a infec¢cdes pulmonares (GELLATLY; HANCOCK, 2013;
HAUSER, 2009; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; LINS et al., 2010;
PLOTKOWSKI et al., 2015; SHAVER; HAUSER, 2004; STREETER; KATOULI,
2016).

A Exotoxina A (ExoA) é secretada através de um sistema de secrecdo do
tipo Il. E uma ADP-ribosiltransferase que atua inibindo o fator de alongamento-2
(EF-2) e consequentemente inibe a sintese protéica, levando a morte celular e
dano tecidual. ExoA exerce um papel importante na viruléncia de P. aeruginosa,
embora em menor grau quando comparado com o sistema de secrecéo tipo I,
como ExoS ou ExoU. Esta toxina exerce agbes imunomoduladoras, inibindo a
produgdo de citocinas, como TNF-a, IL-6, IL-8 e IL-10, promovendo uma

deplecao da resposta imune do hospedeiro, dificultando a eliminagéo da infeccao
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(KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; SCHULTZ et al., 2001, 2000;
YOUSEFI-AVARVAND et al., 2015).

Varias proteases sdo secretadas por P. aeruginosa e sdo de extrema
relevancia para o estabelecimento da infeccdo e invasao tecidual, gerando
danos celulares variados, rompendo estreitas jungdes epiteliais, degradando
fibrina, colageno, imunoglobulinas e surfactante pulmonar. Uma importante
protease, secretada pelo sistema de secrecéo tipo Il, é a fosfolipase C (PLC),
que pode ser hemolitica ou ndo hemolitica. PLC n&o-hemolitica ndo tem
atividade patogénica, j& a PLC hemolitica, além de causar lise de hemacias,
degrada a fosfatidilcolina e a esfingomielina presentes nas membranas
eucarioticas e em surfactantes pulmonares, causando danos no tecido pulmonar,
além de atuar como um potente agente indutor de inflamacéo, sendo um fator de
extrema importancia na resposta inflamatdria cronica observada em pacientes
com FC (MEYERS; BERK, 1990; STREETER; KATOULI, 2016).

A protease alcalina ou aeruginolisina € uma metaloprotease de zinco
secretada através do sistema de secrecdo do tipo I, crucial para a invasao
tecidual, capaz de degradar proteinas teciduais como a laminina, causando
necrose, e proteinas do sistema do complemento, particularmente Clg e C3,
fibrinogénio, fibrina e fibronectina, além disso, degrada os mondémeros livres de
flagelina, uma proteina constituinte do flagelo bacteriano, impedindo o
reconhecimento desses mondmeros pelo sistema imune inato via receptores
TLR5, contribuindo nos mecanismos usados pela bactéria para evasao do
sistema imune do hospedeiro (BARDOEL et al., 2011; LAARMAN et al., 2012;
MATSUMOTO, 2004; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

Entre as proteases secretadas, ha também duas elastases
(metaloproteases), LasA e LasB, que sao reguladas pelo sistema de quorum
sensing e secretadas pelo sistema de secrecdo tipo Il. LasB € comumente
denominada elastase e LasA é denominada estafilolisina, por ser capaz de
hidrolisar a ponte penta-glicina necessaria para a estabilizacdo do peptidoglicano
da parede celular de Staphylococcus spp.. LasA apresenta uma habilidade
elastolitica inferior, quando comparada com LasB, e age intensificando a
atividade de LasB na degradacao da elastina. LasB atua destruindo as juncdes
do epitélio respiratorio, alterando a permeabilidade epitelial e facilitando o
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recrutamento de neutréfilos, além de clivar proteinas surfactantes do trato
respiratério e proteinas opsoninas do sistema imune, além de inativar
anafilotoxinas, como C3a e C5a. LasB e protease alcalina parecem agir em
conjunto com LasA e, dessa forma, sdo responsaveis pela atividade elastolitica
tdo preponderante e caracteristica na patogénese por P. aeruginosa
(GELLATLY; HANCOCK, 2013; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006;
MATSUMOTO, 2004).

A protease IV é uma serina protease capaz de degradar proteinas do
complemento, imunoglobulinas, fibrinogénio e proteinas surfactantes do
hospedeiro, levando a perda da funcdo do surfactante pulmonar, contribuindo
significativamente na colonizacdo e no desenvolvimento da lesdo pulmonar
aguda. Além disso, alguns estudos mostraram que é uma enzima de relevante
importancia na patogénese da ceratite por P. aeruginosa (GELLATLY;
HANCOCK, 2013; MALLOY et al., 2005; MATSUMOTO, 2004).

A elevada capacidade de produzir ramnolipideos (RML) € também uma
caracteristica de grande importancia de P. aeruginosa. RML sdo moléculas
compostas por uma porcao de acido graxo hidrofébico e uma por¢ao hidrofilica
composta por uma ou duas ramnoses. Apresentam atividade hemolitica,
citotoxica, atuando na invasédo tecidual e podendo causar necrose, inibem o
transporte mucociliar e promovem a eliminacao de neutréfilos. Sdo importantes
para a manutencao da arquitetura do biofilme e também na motilidade bacteriana
(DOBLER et al., 2017; MORADALI; GHODS; REHM, 2017; SOBERON-
CHAVEZ; LEPINE; DEZIEL, 2005). Junto com o alginato, desempenha um papel
importante na evasdo das células fagociticas do sistema imune inato
(MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014).

A producéo de cianeto (HCN) também é outra caracteristica altamente
toxica, atuando como potente inibidor do Citocromo C oxidase e outras
metaloenzimas, suprimindo a respiragdo aerébica das células hospedeiras por
difusdo rapida através dos tecidos (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

A capacidade de quelar ferro € também uma parte vital para o
estabelecimento da infeccdo e a progressdo para uma infec¢cdo cronica, o
ambiente hospedeiro tem pouco ferro livre, devido ao seu proprio sequestro por
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moléculas como lactoferrina e transferrina (GELLATLY; HANCOCK, 2013).
Assim, P. aeruginosa € capaz de produzir varios sideroforos ou obter ferro a
partir de sider6foros produzidos por outros microorganismos, refletindo sua
grande capacidade de adaptacdo em diferentes ambientes e nichos de
colonizacdo. Nesse contexto, destaca-se a pioverdina, um pigmento fluorescente
verde-amarelo, que é secretado e funciona como um sideroforo de alta afinidade
na aquisicdo e transporte de ferro do meio ambiente por meio de receptores
especificos na membrana externa. A pioverdina inicia uma cascata de
sinalizacao, desencadeando a producéo de varios fatores de viruléncia, incluindo
a ExoA, uma endoprotease Prpl e da prépria pioverdina (CORNELIS, 2010;
JIMENEZ et al., 2012; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006; STREETER,;
KATOULI, 2016).

As fenazinas sdo pigmentos redox-ativos, secretadas por um numero
consideravel de bactérias, e exibem um amplo espectro de atividade toxicas para
diversos organismos procariéticos e eucarioticos, variando de acordo com a
natureza e posicdo dos substituintes no anel heterociclico. A piocianina (5-N-
metil-1-hidroxiphenazina) é a molécula mais estudada e € produzida apenas por
P. aeruginosa (JIMENEZ et al., 2012). Secretada por um sistema de secrecao
do tipo IlI, este metabdlito de coloracdo azul-esverdeada promove estresse
oxidativo nas células do hospedeiro, inibe os mecanismos de protecao celular
das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase
glutationa (GSH-Px) em células epiteliais e interrompe o transporte de elétrons
mitocondrial do hospedeiro, 0 que pode prejudicar os canais de cloreto de CFTR
na FC. Também atua como uma molécula de sinaliza¢do, controlando um
conjunto limitado de genes, denominado o estimulo de PYO, durante a fase de
crescimento estacionario, regulando genes de bombas de efluxo, genes
envolvidos nos processos redox e genes de aquisicdo de ferro. E um dos
principais fatores de viruléncia de P. aeruginosa, contribuindo para infeccdes
agudas e cronicas, capaz de suprimir a proliferacdo de linfécitos, modular a
expressado de IL-8 e CCL5, induzir apoptose em neutroéfilos, deprimindo a
resposta imune do hospedeiro. Além disso, inativa os inibidores de protease,
favorecendo danos nos tecidos por proteases enddgenas, comprometendo
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inclusive o movimento ciliar (GELLATLY; HANCOCK, 2013; HALL et al., 2016;
JIMENEZ et al., 2012; RADA; LETO, 2013).

O sistema de secrecéo do tipo VI (T6SS) foi recentemente descoberto, e
esta presente em aproximadamente 25% das bactérias Gram-negativas,
incluindo P. aeruginosa. Apresenta estrutura similar a um bacteriéfago e, além
de secretar proteinas efetoras, realiza a entrega de toxinas no citosol de células
eucaridticas hospedeiras e células bacterianas competidoras. Assim, atua
favorecendo o crescimento de P. aeruginosa em meio a outras bactérias
competidoras, atua como fator de viruléncia e esta envolvido na formacao de
biofiime e em varios processos celulares como conjugacdo e regulacdo de
qguorum sensing. P. aeruginosa codifica trés sistemas de secre¢ao do tipo VI
(T6SSs), H1-, H2- e H3-T6SS, seu mecanismo geral e papel fisioldgico ainda
nao sdo totalmente compreendidos. As toxinas efetoras Tfel e Tfe2 (efetores
antifangicos de T6SS 1 e 2) apresentam a¢éo antifungica, com impactos distintos
na célula-alvo, mas ambas podem causar a morte celular de fungos. A
intoxicacao por Tfel causa alteracbes na membrana plasmatica. Tfe2 interrompe
a absorcédo de nutrientes e o metabolismo de aminoacidos em células flungicas,
além de induzir autofagia (CHEN et al., 2015, 2020; HOOD et al., 2010; TRUNK
et al., 2018).

A figura 4 ilustra os principais fatores de viruléncia produzidos por P.

aeruginosa descritos no presente trabalho.
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Figura 4: Principais fatores de viruléncia, produzidos por P. aeruginosa, envolvidos nos
mecanismos de patogénese. (A) Morfologia da célula, bastonete, Gram-negativa,
evidenciando a presenca de flagelo, pili e capsula mucdéide de alginato, ao lado
ilustracdo da estrutura do T3SS (sistema de secrecdo tipo Ill) semelhante a um
complexo de agulha. (B) llustracéo dos principais fatores de viruléncia de P. aeruginosa.
Abreviaturas: ADP- difosfato de adenosina; Asialo-GM1- asialo-gangliotetraocil
ceramida 1; EF2- fator de alongamento 2; FpvA- receptor férrico de pyoverdina; PA-
acido fosfatidico; RAS- ribosiltransferase; SOD1- superdxido dismutase 1 (ALHAZMI,
2015).

Pseudomonas aeruginosa possui um dos mais complexos sistemas de
sinalizacdo estudados, envolvendo multiplas sinaliza¢des interconectadas que
regulam de forma coordenada sua viruléncia e persisténcia. Entre eles o Quorum
sensing (QS), que permite a sinalizagdo de célula para célula atraves de
pequenas moléculas, metabdlitos secundarios, que ao atingir uma concentracéo
limiar, atuam como co-fatores de reguladores transcricionais, que permitem a
expressao génica coordenada, em toda populacédo, de genes de sobrevivéncia
e genes que codificam fatores de viruléncia e fatores essenciais na formagéo de
biofilme (JIMENEZ et al., 2012; KIPNIS; SAWA; WIENER-KRONISH, 2006).
Mais de 10% dos genes de P. aeruginosa e mais de 20% do proteoma bacteriano
expresso sao regulados por QS e estdo envolvidos principalmente na producao
de fatores de viruléncia, motilidade ou interrupcdo de mobilidade e

desenvolvimento de biofilme, mecanismos de resisténcia a antibiéticos e no
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ajuste das vias metabdlicas para respostas ao estresse (GELLATLY;
HANCOCK, 2013; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

Os biofilmes microbianos sdo comunidades altamente organizadas e
estruturadas, que podem se formar em superficies abioticas e bibticas, e sua
formacado esta intrinsecamente ligada ao QS. Estdo envoltas em uma matriz
constituida por polimeros extracelulares (EPS), contendo polissacarideos,
proteinas, DNA extracelular (eDNA) e lipidios, que propicia um nicho favoravel a
intensa interacdo célula-célula, bem como um reservatorio de substancias
metabdlicas, nutrientes e energia para promover o crescimento enquanto
protege as células de condi¢cbes desfavoraveis. Os exopolissacarideos Psl, Pel
e alginato sédo importantes constituintes da matriz de biofilme de P. aeruginosa.
Psl e alginato estdo envolvidos na adesdo da superficie e desempenham um
papel importante na protecdo contra fagocitose e estresse oxidativo durante
infeccdo, além de conferir protecdo contra agentes anti-biofilme, como drogas
antibacterianas. Pel apresenta um importante papel na iniciacdo e manutencéao
da interacdo célula-célula no biofilme. Entre os constituintes proteicos, flagelos
e pili tipo IV sdo importantes durante a maturagéo do biofilme, e junto com o
eDNA contribuem na formacéo da arquitetura do biofilme maduro (GELLATLY;
HANCOCK, 2013; MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

Um importante mecanismo de evaséo do sistema imune hospedeiro é a
conversdo de um estilo de vida planctdnico para um estilo séssil, gerando um
fendtipo mucoide, que regula negativamente a expresséao de flagelo, com perda
da motilidade e potencializa a secrecao de alginato (LOVEWELL; PATANKAR;
BERWIN, 2014). Essa alteragéo fenotipica atenua a vulnerabilidade a fagocitose,
gerando um fendmeno conhecido como “fagocitose frustrada”, que consiste no
acumulo de neutréfilos e macrofagos na superficie do biofilme, entretanto, ndo
conseguem mais engolfar o patdgeno, e permanecem ativados em um estado
secretor de compostos, gerando danos em tecidos adjacentes do hospedeiro
(MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014).

O tratamento das infeccdes por P. aeruginosa constitui um grande desafio
devido a capacidade dessas bactérias desenvolverem o0s mais variados
mecanismos de resisténcia, incluindo mecanismos intrinsecos, adquiridos e
adaptativos, que podem estar presentes simultaneamente dentro do mesmo
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isolado, apresentando um perfil multi-droga resistente (MDR) (GELLATLY;
HANCOCK, 2013; STREETER; KATOULI, 2016)

Entre os antibidticos classicos utilizados no tratamento de infeccbes
causadas por P. aeruginosa, destacam-se os aminoglicosideos (gentamicina); a
ticarcilina; os beta-lactamicos, como ureidopenicilinas, ceftazidima, cefepima,
aztreonam; os carbapenémicos; e as fluorquinolonas, como ciprofloxacina e
levofloxacina. Devido ao crescente aumento de resisténcia, mesmo com terapias
combinadas, e a pouca disponibilidade de novos medicamentos, drogas que
antes foram abandonadas, devido a elevada toxicidade, estdo sendo novamente
utilizadas, como € o caso das polimixinas (colistina) (CHATTERJEE et al., 2016;
EL SOLH; ALHAJHUSAIN, 2009).

2.4.2 Resposta imune respiratoria frente a P. aeruginosa

Os receptores de reconhecimento de padrbes transmembrana (PRR)
mais importantes na defesa contra P. aeruginosa sao os receptores do tipo Toll
(TLR) 2, 4 e 5, que reconhecem pili, LPS e flagelos, respectivamente. Células
epiteliais das vias aéreas com CFTR defeituoso, apresentam uma diminuicdo da
expressdo de TLR4 e, portanto, diminuicdo da resposta para LPS de P.
aeruginosa. Outro PRR envolvido no reconhecimento é o TLRY, localizado no
citosol da célula epitelial, apresenta capacidade de detectar DNA bacteriano
(DNA CpG). O reconhecimento por esses PRRs resulta na ativacdo de NF-kB
via Myd88 e IL-1B/IL-1R. Ocorre também o reconhecimento por receptores NOD-
1 e NOD-2, receptores citosélicos que reconhecem componentes bacterianos
como o acido diaminopimélico e dipeptideo muramil, respectivamente. Esses
receptores estdo localizados nas células epiteliais, macrofagos, células
dendriticas e também em eosindfilos, e, quando ativados, desencadeiam
cascatas de sinalizagéo que culminam com a ativacao de fatores transcricionais,
levando a producédo de TNF-a, IL-1B, IL-2, IL-6,e quimiocinas, como RANTES
(CCL5) e MCP-1, que irdo atuar no intenso recrutamento de células fagociticas,
e, em paralelo, irdo também promover a ativacdo do sistema imune adaptativo,
sempre na tentativa de eliminar o patégeno e controlar a infeccdo (ASHKAR;
ROSENTHAL, 2002; IWASAKI; MEDZHITOV, 2015; MEDZHITOV, 2001;
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TRAVASSOS et al.,, 2005; WHITSETT, 2002; WILLIAMS; DEHNBOSTEL,
BLACKWELL, 2010).

Entretanto, o papel do sistema imune adaptativo na defesa contra
infecces pulmonares por P. aeruginosa nao esta totalmente esclarecido, pois a
maioria dos pacientes que se torna susceptivel a colonizag¢édo apresenta defeitos
em seus mecanismos de defesa do sistema imune inato, incluindo os pacientes
com imunodeficiéncias adaptativas, que geralmente apresentam também
alguma alteracdo na imunidade inata (WILLIAMS; DEHNBOSTEL;
BLACKWELL, 2010).

De modo geral, e como pode ser observado nas infeccdes fangicas, as
células T sdo de extrema importancia, e a tendéncia para formar uma resposta
Th1l, com intensa producéo de IFN-y e geragao de células T citotoxicas, sdo mais
eficientes na eliminacéo das infec¢gbes pulmonares por P. aeruginosa do que as
respostas Th2. Além disso, a presenca das citocinas IL-17 e/ou IL-23, n&o
apenas desempenha um importante papel na regulacdo e modulacdo de
componentes do sistema imune inato, mas também de numerosos componentes
do sistema adaptativo, modulando uma resposta mediada por linfécitos Th17,
gue promove o recrutamento de neutrofilos para o local da infec¢do (IWASAKI;
MEDZHITOV, 2010; WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010). Alguns
estudos mostraram que pacientes com FC e afetados pela infec¢ao cronica por
P. aeruginosa apresentaram uma resposta Th2 dominante, enquanto que
pacientes com FC que ainda n&o estavam cronicamente infectados
demonstraram niveis mais altos de IFN-y, maior fungao pulmonar e uma resposta
Th1l/Th2 mais equilibrada (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2014).

Com relacdo a resposta humoral, pacientes com infec¢gbes persistentes
por P. aeruginosa geram titulos de anticorpos, no entanto, esses anticorpos séo
insuficientes para a resolucédo da infeccdo, acredita-se que esta resposta de
anticorpos seja responsavel para prevenir a disseminacao sistémica de P.
aeruginosa, uma vez que ndo € comum o desenvolvimento de bacteremia ou
sepsis por pacientes com infeccdo persistente (MULCAHY; ISABELLA; LEWIS,
2014; WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010).
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A imunoglobulina A (IgA) é outra importante molécula protetora, secretada
pela mucosa do trato respiratério, presente no muco em grandes quantidades.
Durante a infeccdo persistente por P. aeruginosa, mostra-se em quantidades
ainda maiores, entretanto, a elevacédo dos niveis de IgA nado é suficiente para
conferir protecdo. Contudo, pacientes com deficiéncia na secrecao de IgA estao
mais susceptiveis a infeccdo (WILLIAMS; DEHNBOSTEL; BLACKWELL, 2010)

2.5 Staphylococcus aureus e Infeccbes das Vias Aéreas

Outra importante bactéria, que também apresenta capacidade de inibicao
do crescimento in vitro de Cryptococcus e compartilha nichos comuns no
hospedeiro, € Staphylococcus aureus, um patdogeno oportunista e resiliente,
capaz de colonizar as superficies de mucosas, causando inUmeras doencas
graves, inclusive pneumonias. S. aureus se destaca como um dos principais
agentes coinfectantes envolvidos em doencas polimicrobianas, podendo
estabelecer interacdes de cooperacdo, que vao atuar de forma sinérgica,
aumentando a gravidade da doenca, ou estabelecer interacbes de competicéo,
nas quais um dos patégeno age de forma antagdnica, inibindo a atuacéo do outro
micoorganismo envolvido na infec¢do. Alguns estudos relataram interacfes
cooperativas entre S. aureus e Candida albicans, Enterococcus faecalis,
Haemophilus influenzaee com o virus influenza; e interacées antagbnicas entre
S. aureus e P. aeruginosa, Streptococcus pneumoniae, Lactobacillus sp. e
Corynebacterium sp.. (NAIR et al., 2014).

A capacidade de S. aureus inibir o crescimento de C. neoformans é
dependente de contato célula-célula. S. aureus possui uma adesina, a triose-
fosfato isomerase (TPI), uma enzima glicolitica, capaz de se ligar a residuos de
manose a-1,3 glucana, presentes na fracdo GXM da capsula polissacaridica do
fungo, promovendo a morte da levedura, que possivelmente ocorre via
mecanismos de inducdo de apoptose (FURUYA; IKEDA, 2009; IKEDA, 2011,
IKEDA et al., 2007). Como esses microorganismos podem coexistir no trato
respiratério superior, constituindo um local primario para infec¢éo criptocécica
em animais e nicho de colonizagédo por S. aureus, alguns autores consideram

que essa bactéria poderia inibir a colonizagdo da mucosa respiratoria por
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Cryptococcus, e a capsula fangica com um papel importante para modular essa
interacdo. Assim, a identificacdo de moléculas que desempenham papéis nesta
adesao e nesta morte pode levar a novas abordagens para a prevencao e terapia
da criptococose (SAITO; IKEDA, 2005).

A figura 5 ilustra a aderéncia de S. aureus em torno de C. neoformans.
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Figura 5: Aderéncia de S. aureus a C. neoformans.

Staphylococcus aureus sdo bactérias anaerdbias facultativas, Gram-
positivas, esféricas, caracterizadas por cocos individuais que se dividem em mais
de um plano, formando aglomerados semelhantes a cachos de uvas.
Apresentam aproximadamente 0,5 a 1,5 ym de diametro, sdo imoveis, néo-
esporuladas, geralmente n&o-encapsuladas, coagulase positivas e estédo
presentes em diversos nichos ambientais (RITA COSTA et al., 2013; SANTOS
et al.,, 2007). Caracteriza-se como a espécie mais virulenta do género
Staphylococcus, capaz de causar amplo espectro de doencas agudas e
cronicas, envolvendo desde lesGes superficiais e localizadas até pneumonia,
meningite, endocardite, osteomielite e septicemia, além das toxinoses, como
intoxicacao alimentar, sindrome da pele escaldada e sindrome do choque toxico.
E capaz de colonizar de forma assintomaética a pele e as mucosas de individuos
saudaveis, em particular as mucosas nasais (RITA COSTA et al., 2013; SANTOS
et al., 2007). Alguns estudos estimaram que cerca de 20% da populacdo séo
permanentemente colonizadas por essa bactéria, e 60% sao portadores
transitérios (NAIR et al., 2014). Dessa forma, o corpo humano constitui um dos
principais reservatérios e importante fonte de disseminacdo dessa bactéria, que
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pode ser transmitida pelo ar, e por contato de maos e objetos contaminados
(MAN; DE STEENHUIJSEN PITERS; BOGAERT, 2017; WERTHEIM et al.,
2005).

Staphylococcus aureus € uma das principais causas de infeccdes da pele
e dos tecidos moles, sendo responsavel por mais de 10 milhdes de consultas
ambulatoriais e 500.000 internacdes anualmente nos Estados Unidos (LACEY;
GEOGHEGAN; MCLOUGHLIN, 2016). Infecgbes por S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA — do inglés methicillin resistant S. aureus) séo classificadas
como a segunda causa mais comum de infeccBes da corrente sanguinea
adquiridas no ambiente hospitalar. Também acomete cerca de 20% dos
pacientes submetidos a cirurgia (WERTHEIM et al., 2005). Essa bactéria é a
segunda maior causa de meningites associadas a derivagdes ventriculo
peritoneais (DVP), também acomete pacientes que sofreram alguma alteracéo
no SNC, traumatismo, cirurgia e com tumores malignos. E um dos muitos
agentes responsaveis por peritonite em pacientes submetidos a dialise
peritoneal continua. Também € a bactéria mais comum em infeccfes Osseas,
artrites sépticas e infeccbes de préteses dsseas, que se caracterizam pela
dificuldade de tratamento, necessitando intervencbes cirlrgicas e
antibioticoterapia prolongada (SANTOS et al., 2007; TONG et al., 2015).

Historicamente, a pneumonia estafilococica acometia lactentes e idosos,
particularmente ap6s infeccao por influenza. Entretanto, junto com a bacteremia,
a pneumonia relacionada a MRSA tem sido reconhecida como uma das doencas
mais prevalentes, ndo sendo mais exclusiva do ambiente hospitalar. Em 2005,
foram registradas nos EUA mais de 18.500 mortes atribuidas a MRSA,
envolvendo individuos imunocomprometidos e um grande numero de individuos
saudaveis em contato proximo com individuos infectados. Além disso, a
pneumonia causada por S. aureus € uma complicacéo grave em individuos com
FC e pacientes em uso de terapia imunossupressora (BIEN; SOKOLOVA,
BOZKO, 2011; PARKER; PRINCE, 2012).

No Brasil, ainda ndo é conhecida a real prevaléncia de MRSA e CA-MRSA
(CA siglas do inglés Community-Acquired — MRSA adquirida na comunidade),

devido a escassez de publicacbes referentes a ocorréncia dessas infeccoes, o
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gue representa um grave problema nacional, dificultando a implementacéo de
medidas de controle, manejo e preven¢ao (EVANGELISTA; OLIVEIRA, 2015).

Uma caracteristica especifica das pneumonias por CA-MRSA é a
ocorréncia de pneumonia necrotizante, caracterizada por uma resposta
inflamatdria intensa e desregulada do hospedeiro, apresentando um
recrutamento rapido e excessivo de neutrofilos para o local da infeccao,
causando lesdo de rapida progressao, com desconforto respiratorio, derrame
pleural, hemoptise e leucopenia (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011).

2.5.1 Principais fatores de viruléncia e mecanismos de patogénese envolvidos

nas infec¢des do trato respiratorio causadas por S. aureus

O processo de colonizacdo estd associado com uma variedade de
adesinas que auxiliam a fixacdo bacteriana na superficie da célula hospedeira.
Assim, mais de 20 diferentes proteinas de superficie, denominadas
componentes de superficie microbiana reconhecendo moléculas de matriz
adesiva (MSCRAMMs - sigla do inglés microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules), sdo expressas em S. aureus. As
principais proteinas deste grupo sao: proteina estafilococica A (SpA), proteinas
de ligacdo a fibronectina A e B (FnbpA e FnbpB), proteina de ligacdo ao
colageno, proteinas do fator de aglutinacéo ou Clumping (CIf) A e B, proteina
associada a biofilme(Bap), determinantes de superficie A e B regulada por ferro
(IsdA, 1sdB) (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011; WARYAH et al., 2016).

A proteina A (SpA) é considerada o componente mais complexo devido a
multiplas interacBes com o sistema imune do hospedeiro. E expressa de forma
abundante por praticamente todas as cepas, capaz de se ligar ao fator Von
Willebrand, uma glicoproteina que medeia a adesdo plaquetaria em locais de
dano endotelial. Também é capaz de ligar-se a por¢do Fc das imunoglobulinas
G (IgG) e a fatores do complemento, como C1q, interferindo na opsonizacéo e
fagocitose. Além disso, pode se ligar a porcao Fab de receptores de células B,
induzindo uma expansdo inespecifica dessas células, comprometendo a
resposta imune adaptativa. Acredita-se que SpA apresenta um efeito direto
sobre as células epiteliais respiratorias, induzindo a expressao de IL-8 e
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promovendo o recrutamento de polimorfonucleados para as vias aéreas,
desempenhando assim, um papel crucial na pneumonia (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2011; PARKER; PRINCE, 2012; PLATA; ROSATO; WEGRZYN, 2009).

As proteinas de ligagéo a fibronectina estdo envolvidas na aderéncia de
S. aureus a células epiteliais indiferenciadas das vias aéreas, mediando sua
internalizacao nessas células. A proteina de ligacéo ao colageno atua na ligacao
de substratos e tecidos de colageno. As proteinas do fator Clumping A e B estéo
envolvidas na adesao ao fibrinogénio. CIfA desempenha um papel antifagocitico
em neutrofilos e macréfagos e CIfB atua mediando a adesao as citoqueratinas
em células epiteliais nasais. Dessa forma, essas proteinas reconhecem
componentes especificos do hospedeiro, sendo fatores especialmente
relevantes para a infeccdo de tecidos moles (PARKER; PRINCE, 2012; RITA
COSTA et al., 2013).

As proteinas IsdA e IsdB estdo envolvidas na aquisicdo de ferro para
proliferacdo em mamiferos. S. aureus expressa dois sistemas de aquisicdo
heme, o sistema de transporte (Hts) e as proteinas IsdA e IsdB, que sdo capazes
de utilizar hemoglobina como fonte de ferro. S. aureus tem maior afinidade para
hemoglobinas de humanos em comparag¢do com a hemoglobina murina, assim,
camundongos sdo menos susceptiveis que humanos as infec¢des sistémicas,
entretanto, esse fato nao inviabiliza a utilizacdo desses animais como modelo
nos estudos dos fatores de viruléncia envolvidos na patogénese. S. aureus
também expressa a proteina Fur, que atua na regulagdo de viruléncia
dependente de ferro. Na presenca de ferro, Fur é capaz de aumentar a
expressao dos sistemas de transporte de ferro (Hts, Isd) e das proteinas CHIPS
(sigla do inglés Chemotaxis inhibitory protein of S. aureus) e SCIN (sigla do inglés
Staphylococcal complement inhibitor), que sdo proteinas imunomoduladoras e
atuam inibindo a quimiotaxia/ativacdo de neutréfilos e do sistema do
complemento, respectivamente (PARKER; PRINCE, 2012; RITA COSTA et al.,

2013).

Também podem ser expressos na superficie celular os polissacarideos
capsulares, que atuam inibindo a fagocitose por neutrdfilos, auxiliam a

colonizacdo bacteriana e a persisténcia nas superficies mucosas, aléem das
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estafiloxantinas, que sdo pigmentos carotenoides e conferem resisténcia aos
metabdlitos oxidativos dos fagdcitos (RITA COSTA et al., 2013).

Além dos fatores de viruléncia presentes na superficie celular, S. aureus
€ capaz de secretar varias exoproteinas que sao importantes na patogénese.
Assim, secretam vérias exotoxinas e enzimas, incluindo nucleases, proteases,
lipases, hialuronidase e colagenase, que atuam convertendo o tecido hospedeiro
local em nutrientes necessarios para o crescimento (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2011; RITA COSTA et al., 2013). As exotoxinas citoliticas formam poros
cilindricos na membrana plasmatica, levando a lise de células alvo. S. aureus
secreta varias toxinas citoliticas, entre elas destacam-se as toxinas a, B, e v,
leucocidina e leucocidina de Panton-Valentine (PVL) (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2011). A a-hemolisina interage com lipidios de membrana e mais
recentemente foi mostrado que interage com o receptor celular ADAM10, uma
metaloprotease. A interagdo a-toxina-ADAM10 é responsavel pela acédo
citotoxica em baixas concentracfes dessa toxina e ativa uma série de eventos
de sinalizac&o intracelular, que vao levar ao aumento da permeabilidade das
células epiteliais das vias aéreas. A toxicidade da a-hemolisina esta associada a
formacao do poro e influxo de céalcio extracelular na célula. O aumento do calcio
intracelular estimula a hidrélise dos fosfolipidios e producdo de metabdlitos do
acido araquidénico, como leucotrienos, prostaglandinas e tromboxano A2. Além
disso, essa toxina promove a geracao de 6xido nitrico nas células endoteliais e
epiteliais, ativacdo de proteina quinase C e inducéo da translocacgéo nuclear NF-
kKB. Juntos esses eventos levam a producdo de IL-1B e IL-18 e indug&o do
inflamassoma via ativacdo de caspase-1, promovendo morte celular por
piroptose (BERUBE; WARDENBURG, 2013).

A contribui¢do da B-toxina de S. aureus para a infec¢céo pulmonar € menos
conhecida, parece funcionar como uma esfingomielinase, desestabilizando a
membrana plasmatica (HUSEBY et al., 2007; KONG; NEOH; NATHAN, 2016).
PVL é classificado como uma citolisina bicomponente (LukF-PV e LuUkS-PV) que
se insere na membrana plasmatica do hospedeiro para formar um poro. A
leucocidina PVL exibe uma alta afinidade em relacdo aos leucdcitos e esta

associada a pneumonia necrotizante. As toxinas y-hemolisina e leucocidina sao
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citotoxicas para eritrocitos e leucocitos, respectivamente (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2011).

As PSMs (modulinas soluveis em fenol), que incluem &-hemolisina,
PSMa1-4, PSMmec, e PSMB1-2, sdo peptideos multifuncionais capazes de
induzir liberag&o de citocinas, promover hemdlise, lise de neutrdéfilos e de vérias
organelas, como lisossomos e protoplastos bacterianos, além de contribuir para
formacao de biofilme. In vitro, d-toxina age sinergicamente com B-toxina para
facilitar a fuga estafilococica dos endossomos nas células epiteliais das vias
aéreas (KONG; NEOH; NATHAN, 2016; PARKER; PRINCE, 2012).

Staphylococcus aureus também produz um grupo de exotoxinas, que
incluem a toxina-1 da sindrome do choque téxico (TSST-1), as enterotoxinas
estafilocécicas (SEA, SEB, SECn, SED, SEE,SEG, SEH e SEI) e as toxinas
esfoliativas (ETA eETB). A TSST-1 e as enterotoxinas sdo conhecidas como
superantigenos pirogénicos, com poderosas propriedades imunoestimuladoras,
desencadeando a ativacao e proliferacdo de células T por meio da interacdo
inespecifica com MHC-II de células apresentadoras de antigeno e com
receptores de células T, formando um complexo trimolecular (BIEN;
SOKOLOVA; BOZKO, 2011; OTTO, 2014; PLATA; ROSATO; WEGRZYN,
2009).

Além das exotoxinas, S. aureus € capaz de secretar proteinas especificas
gue podem causar um profundo impacto no sistema imune inato e adaptativo,
inibindo a ativacdo do complemento e a migracdo de neutrofilos para o local da
infeccdo. Alguns exemplos sdo: CHIPS (proteina de S. aureus inibitoria de
guimiotaxia) e FLIPr (proteina inibidora do receptor de formil peptideo) podem
bloquear os receptores de neutroéfilos para quimioatrativos; SCIN (proteina de S.
aureus inibidora do complemento) € um inibidor da C3 convertase e,
consequentemente, inibe a fagocitose por neutrofilos; SAK (estafiloquinase) €
capaz de se ligar a a-defensinas, inativando suas propriedades bactericidas,
além disso é capaz de ativar plasminogénio em plasmina, degradando coagulos
de fibrina, diminuindo a funcdo da malha de fibrina na manutengdo de uma
infeccéo localizada; Efb (proteina de ligacédo ao fibrinogénio extracelular) inibe

as vias de ativacdo do complemento, classica e alternativa; Eap (proteina de
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aderéncia extracelular) bloqueia a migracao de neutréfilos dos vasos sanguineos
para o tecido (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011; RITA COSTA et al., 2013).

Muitas outras enzimas sao secretadas por S. aureus e degradam
proteinas hospedeiras, causando destruicdo tecidual. A protease aureolisina
cliva muitas proteinas, incluindo insulina B. A glutamil endopeptidase SspA cliva
os residuos de glutamato. Aureolisina, SSpA e as cisteina proteases staphopain
A e B interferem com os fatores do complemento, protegendo as células
bacterianas do sistema imune inato. Também produz duas coagulases, a
estafilocoagulase e a proteina de ligacdo ao fator von Willebrand (vWbp), que
contribuem para a formacéo de coagulos de fibrina. Essas coagulases se ligam
a protrombina, formando um complexo chamado estafilotrombina, e a varias
outras proteinas plasmaticas, desencadeando a converséo de fibrinogénio em
fibrina, levando a formacao de coagulos de fibrina em torno da superficie de S.
aureus, o que inibe a fagocitose, promove a formacao de abscessos e favorece
a adesdo de S. aureus em cateteres durante a infec¢cado associada ao biofilme
(CHENG et al., 2010; OTTO, 2014; THOMER; SCHNEEWIND; MISSIAKAS,
2013).

A figura 6 ilustra os principais fatores de viruléncia descritos, que

apresentam grande relevancia na patogénese de S. aureus.
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Figura 6: Principais fatores de viruléncia, produzidos por S. aureus. (A) Principais fatores
de viruléncia, produzidos por S. aureus, envolvidos nos mecanismos de patogénese.
PVL: leucocidina de Panton-Valentine. (B) llustragdo dos fatores de viruléncia e
cascatas de sinalizacdo do hospedeiro ativadas por S. aureus no epitélio das vias
aéreas ja descritos. *Receptor TNF (TNFR1) é expresso em muitos diferentes tipos de
células e inicia a ativagao da cascata de TNF proé-inflamatoria e anti-apoptotica. *EGFR
(sigla do inglés epidermal growth factor receptor) medeia uma série de eventos de
sinalizacdo no epitélio das vias aéreas e responde a varios ligantes diferentes. A
ativacdo de EGFR induz a producédo de mucina, um importante componente fisico das
defesas inatas do pulmé&o.
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2.5.2 Resposta imune respiratoria a S. aureus

A resposta imune inicial contra S. aureus é realizada por células epiteliais
das vias aéreas, que recrutam imediatamente varios tipos celulares, incluindo
células dendriticas (DCs), macréfagos e células T, resultando em um intenso
recrutamento de neutrdfilos, de grande importancia na depuracao estafilococica.
As células epiteliais reconhecem componentes da parede celular bacteriana,
incluindo o acido teicbico, &acido lipoteicbico, peptideoglicano (PG) e
lipoproteinas. Além disso, as toxinas secretadas, como a-toxina, - hemolisina e
PVL séo neutralizadas pela presenca de IgA pré-formada na mucosa das vias
aéreas (BEKEREDJIAN-DING; STEIN; UEBELE, 2015; PARKER; PRINCE,
2012).

TLR2 é o principal receptor de superficie envolvido no reconhecimento
epitelial de bactérias Gram-positivas comensais, como S. aureus. Este receptor
também é expresso em células endoteliais e leucocitérias, e reconhece o acido
lipoteicdico (LTA) na parede celular estafilocécica, apresentando grande
relevancia no desenvolvimento de uma resposta imune inata. O fator de
viruléncia PVL também ativa diretamente um pequeno grupo de genes via
sinalizagdo por TLR2, que incorpora os adaptadores CD14 e MyD88, levando a
ativacdo de NF-kB. A deteccgao via TLR2 nao consegue distinguir entre bactérias
viaveis e mortas e pode variar conforme variacbes na parede celular,
dependendo do estado proliferativo e metabdlico. TLR1 e TLR6 também
reconhecem lipoproteinas presentes na parede celular de S. aureus
(BEKEREDJIAN-DING; STEIN; UEBELE, 2015; FOURNIER; PHILPOTT, 2005).
A interacdo com esses TLRs resulta na producéo de uma variedade de citocinas,
incluindo IL-1B8, GM-CSF, G-CSF, CXCL8 e TGF-a, assim como os peptideos
antimicrobianos (B-defensinas. A ativacdo de G-CSF e GM-CSF € importante
para garantir a sobrevivéncia dos neutrofilos (BEKEREDJIAN-DING; STEIN;
UEBELE, 2015; PARKER; PRINCE, 2012).

Apoés invasdo de células epiteliais (ou escape dos endossomos de
fagodcitos profissionais), o reconhecimento de S. aureus pelo sistema imune,
ocorre via ligagao do PG por receptores Nod. O receptor Nod2 reconhece o

dipeptideo muramil presente no PG dessas bactérias Gram-positivas. A
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estimulacdo de TLR2 representa um importante co-estimulo para o
reconhecimento de PG via Nod2 e vice-versa (BEKEREDJIAN-DING; STEIN;
UEBELE, 2015). O reconhecimento de PG ou de toxinas, como a a-toxina, pelos
receptores Nod2 também desencadeia uma cascata de sinalizacdo que culmina
com a ativacdo de NF-kB, e intensa produgédo de citocinas. Assim, a doenca
causada por S. aureus é decorrente da intensa resposta inflamatoria que ocorre
no local da infecgcéo. O reconhecimento de produtos de degradacéo de PG ou
de DNA microbiano por receptores citosolicos leva a ativacao de inflamassomas
NLRP3, NLRC5 e AIM2, dependente de caspase-1, promovendo a ativacdo de
IL-18 e IL-18, levando a morte celular por piroptose (BEKEREDJIAN-DING;
STEIN; UEBELE, 2015; PARKER; PRINCE, 2012).

O recrutamento de IL-17, dependente de NLRP3/IL-1B, produzido por
células T yd é necessario para o recrutamento de neutrdéfilos para o sitio da
infeccdo. Além disso, foi observado que S. aureus pode ativar a producéo de IL-
17 por células dendriticas e mondcitos. Essas observacfes mostraram a
coexisténcia de mecanismos do sistema imune inato para induzir uma resposta
mediada por células Th17. A conducdo para uma resposta imune mediada por
células Th2 foi atribuida & incapacidade de ativagdo inflamassoma NLRP3
(BEKEREDJIAN-DING; STEIN; UEBELE, 2015; PARKER; PRINCE, 2012).

Outro fator importante, produzido a partir do reconhecimento de
componentes da parede celular, DNA e RNA bacteriano por receptores TLRs,
NLRs e outros receptores citosolicos, € o IFN tipo I, que amplifica a inflamacao
por meio da inducdo de quimiocinas CXCR3 (CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10) e
CXCL11 (I-TAC)), além de promover o recrutamento de células Thl e Thl7
(PARKER; PRINCE, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral:

Avaliar, em modelo murino, a influéncia de P. aeruginosa e S. aureus na

progressao da criptococose experimental causada por C. gattii.

3.2 Especificos:

3.2.1 P. aeruginosa X C. gattii

» Avaliar in vitro aspectos da interacdo fungo, bactéria e hospedeiro:
- realizar o co-cultivo do fungo in vitro na presenca da bactéria (P. aeruginosa);

- determinar a atividade inibitoria de metabdlitos produzidos por diferentes cepas

de P. aeruginosa contra Cryptococcus

- avaliar atividade fagocitica e fungicida de macrofagos contra C. gattii na
presenca de P. aeruginosa por meio da realizacdo dos ensaios de fagocitose,
proliferacéo intracelular (IPR) e quantificacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS).

» Estabelecer um modelo experimental para testes in vivo de coinfeccéo

entre a bactéria P. aeruginosa e o fungo C. gattii (Pa X Cg).

- Selecionar melhor cinética de infeccéo e indculos de P. aeruginosa para estudar

coinfecgdo com C. gattii.

- Avaliar a progresséo da criptococose em camundongos infectados ou ndo com

a bactéria (P. aeruginosa) nos tempos escolhidos, de forma a determinar:
- a sobrevida dos animais — perfil de mortalidade;
- alteracbes comportamentais (protocolo SHIRPA) — perfil de morbidade;

- carga fungica e bacteriana em orgaos alvos (lavado bronco alveolar, pulméo e

cérebro);
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- resposta inflamatdria por meio de contagem diferencial de células no lavado

bronco alveolar e quantificagéo de citocinas;

3.2.2 S. aureus X C. gattii

» Avaliar in vitro aspectos da interacao fungo, bactéria e hospedeiro:

- determinar a atividade inibitoria de metabdlitos produzidos por S. aureus contra

Cryptococcus

- avaliar atividade fagocitica e fungicida de macrofagos contra C. gattii na
presenca de S. aureus por meio da realizacdo dos ensaios de fagocitose,
proliferacdo intracelular (IPR) e quantificacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS).

» Estabelecer um modelo experimental para testes in vivo de coinfeccéo

entre a bactéria S. aureus e C. gattii (Sa X Cg)

- selecionar melhor cinética para coinfeccdo e avaliar a progressdo da
criptococose em camundongos infectados com a bactéria (S. aureus), de forma

a determinar:

- a sobrevida dos animais;

- alteracBes comportamentais;

- carga fungica e bacteriana em 6rgaos alvos;

- resposta inflamatdria por meio de contagem diferencial de células no lavado

broncoalveolar e quantificagéo de citocinas;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Manutencao de C. gattii, C. neoformans, P. aeruginosa e S. aureus

Neste estudo foi utilizada a linhagem de C. gattii L27/01(VGI) de origem
clinica, pertencente a colecao de microrganismos do laboratoério de micologia do
Departamento de Microbiologia da UFMG, mantida em meio liquido Sabouraud
Dextrose (Difco) e glicerol a 25%, a -80°C. Outras linhagens de Cryptococcus,
tais como, C.gattii R265 (VGII) e C. neoformans H99 (VNI), pertencentes a
colecdo citada, foram também utilizadas para analises in vitro, sendo mantidas

nas mesmas condicdes.

Da mesma forma, foram utilizadas cepas de P. aeruginosa (Pa)
ATCC27853 (Manassas, VA, USA) e Staphylococcus aureus ATCC 33591
(Manassas, VA, USA) mantidas em meio liqguido BHI (Acumedia Neogen
Corporation, Michigan, USA) e glicerol a 25%, a -80°C.

Outras cepas de P. aeruginosa como: PAO1, PAK, PA103 e mutantes
PAKAexoS e Pal03AesxoU; a cepa parental PAOL e suas mutantes PAO1AH1,
PAO1AH2, PAO1AH3, PAOl1AH1AH2, PAO1AH1AH3, PAO1AH2AHS,
PAO1AH1AH2AH3, todas apresentando delecdes relacionadas ao T6SS; e a
cepa parental PAl14 e suas mutantes PA14ApscN, PA14ApscNAH2,
PA14ApscNAvgrGl4rhsl4, apresentando delecBes relacionadas ao T6SS e
todas mutadas no T3SS, com delecdo no gene pscN, utilizadas nos testes in
vitro, foram gentilmente cedidas pela professora Dra Alessandra Mattos Saliba,
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro — UERJ, sendo mantidas nas
mesmas condi¢des, diferenca apenas para as cepas mutantes mantidas em

meio LB (Luria-Bertani) (Acumedia®) e glicerol a 25%, a -80°C.
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Ensaios in vitro

4.2 Determinacao in vitro da atividade inibitoria de metabdlitos secretados por

diferentes cepas de P. aeruginosa e S. aureus contra Cryptococcus.
4.2.1 Preparo dos in6culos bacterianos e fungicos

Diferentes cepas de P. aeruginosa (Pa (ATCC27853), PAK, PA103,
PAQO1) e de S. aureus (Sa) foram cultivadas por 24 horas, em placas de agar
Cetrimide (Acumedia — Neogen Corporation, Michigan, USA), a 37°C. Em
seguida, para cada cepa foi realizado um novo repigue nas mesmas condicoes,
por tempo méximo de 8 horas. As col6nias de cada cepa de P. aeruginosa e de
S. aureus foram inoculadas em 4 mL de salina apirogénica (Sanobiol, Pouso
Alegre, MG, Brasil) até a obtencdo de uma absorbancia de aproximadamente
1.040 (densidade o6ptica (DO) a 600 nm = 1.040, correspondente a escala
nefelométrica de Mc Farland nimero 5, equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL). Em
seguida, esse volume foi centrifugado a 8000 rotacdes por minuto (rpm) durante
5 minutos. ApoOs centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o pellet,
contendo as células bacterianas, ressuspenso em 1mL de salina apirogénica.
Desta suspensao, foi utilizado 5 yL, equivalente a aproximadamente 10 UFC.

Os in6culos foram confirmados por plagueamento da suspensao bacteriana.

Para Cryptococcus (L27/01, R265, H99), apos cultivo das leveduras em
meio agar Sabouraud Dextrose - ASD (Difco), coldnias foram suspensas em
salinas até a obtencdo de uma transmitancia de aproximadamente 75 a 77%
(densidade éptica (DO) a 530 nm), contendo aproximadamente 1 x 106 a 5 x 108
células/mL. A concentracdo do indculo foi ajustada de modo que cada 40 pL

contenha aproximadamente 10* UFC.

4.2.2 Método de antagonismo de spot-on-the-lawn

Para avaliar a inibicdo Cryptococcus por produtos secretados por P.
aeruginosa e por S. aureus foi realizado o método de antagonismo de spot-on-

the-lawn, de acordo com Harris et al., 1989, com algumas modifica¢cdes (HARRIS
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et al., 1989). Inicialmente, 5 pL de indculo foram semeados sob forma de pontos
(spot) em placas de Petri, contendo agar BHI e incubados a 37 °C durante 18
horas, com bom crescimento evidente. As células bacterianas foram entéo
inativadas com 1 mL de cloroférmio colocado sobre as tampas de cada placa.
Apos incubacdo, em temperatura ambiente, por 30 minutos, as placas
permaneceram destampadas até total evaporacao do cloroférmio. Em seguida,
as placas foram sobrepostas com 4 ml de agar BHI soft (0,75% agar) semeado
com 40 ul de indculo fangico, contendo C. gattii (L27/01; R265) ou C. neoformans
(H99). Apods incubacéo por 48 horas, a 37 °C, foi realizada leitura visual e
mensuracao da formacédo de halos de inibicdo no tapete formado por células de
Cryptococcus. O mesmo foi realizado utilizando as cepas mutantes de P.

aeruginosa.

Entretanto, para a avaliacdo de produtos secretados por PAK, Pal03 e
suas respectivas mutantes (PAKAexoS e Pa103AesxoU), foi adicionado ao agar
BHI 5 mM do acido etileno glicol-bis (b-aminoetildbmetro) N, N, N ', N ' tetraacético
(EGTA) (Sigma-Aldrich) e 20 mM de MgClz. Esses reagentes tém a fungéo de
quelar calcio presente no meio e favorecer a expressdo de T3SS e secrec¢ao de
Exo S ou Exo U, as cepas mutantes ndo secretam essas exotoxinas mesmo na

presenca desses reagentes (SALIBA et al., 2006).

4.3 Co-cultivo entre cepas de P. aeruginosa x Cryptococus spp. € S. aureus x C.
gattii.

4.3.1 Preparo dos in6culos bacteriano e fungico para co-cultivo

Os in6culos das bactérias foram preparados conforme descrito no item
4.2.1. Para P. aeruginosa a concentracdo do inéculo foi ajustada, por diluicdo
em salina, de modo que em 200 pL, volume total de meio para co-cultivo, tivesse
aproximadamente 10° UFC. Para S. aureus a concentracao foi ajustada para 103
UFC em 500 pL de meio para co-cultivo. Os in6culos foram confirmados por

plagueamento da suspensio bacteriana.
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Para Cryptococcus (L27/01, R265, H99), apls cultivo das leveduras em

meio ASD, colbnias foram suspensas em salinas e o inéculo preparado conforme

6
item 4.2.1, contendo aproximadamente 10 UFC/ml. A concentracao do indculo
foi ajustada de modo que em 200 pL, volume total de meio para co-cultivo,

contenha aproximadamente 10° UFC.

4.3.2 Co-cultivo entre P. aeruginosa e Cryptococcus

Inicialmente foi realizado o co-cultivo de C. gattii L27/01 e Pa (ATCC27853),
com diferentes indculos de Pa (10° 10° e 102 UFC) e 10° UFC de L27/01, para
a escolha do melhor in6culo de bactéria a ser utilizado. Assim, diferentes
indculos iniciais de Pa (10°, 103 e 102 UFC) foram co-cultivados com um inéculo
inicial de 10° UFC de L27/01, em placa de 96 pocos, em 200 uL de BHI,
incubadas a 37 °C. Aliquotas de 50 pL dos co-cultivos com diferentes in6culos
foram coletadas e plaqueadas em meio ASD contendo 0,2 g/L de Cloranfenicol
para inibicdo do crescimento das bactérias e quantificacdo das UFC de C. gattii.
Foram realizadas coletas em diferentes tempos, ap6s 1 hora, apés 4 horas e
apos 12 horas de incubacéo, a 37 °C.

Apos a escolha do melhor indculo, foi realizado o co-cultivo de cada uma das
cepas de C. gattii (L27/01, R265) e C. neoformans (H99) com cada uma das
cepas de P. aeruginosa (Pa (ATCC27853), PAK, PA103, PAO1) em placa de 96
pocos, em 200 pL de BHI, contendo um indculo inicial de 10° UFC de P.
aeruginosa e 10° UFC de C. gattii ou de C. neoformans. As placas foram
incubadas a 37 °C, por 4 horas e, apds esse tempo, as co-culturas foram
plagueadas em meio ASD contendo 0,2 g/L de Cloranfenicol para quantificacao
das UFC fungicas.

4.3.3 Co-cultivo entre S. aureus e C. gattii

Foi realizado o co-cultivo de cepas de C. gattii L27/01 com S. aureus em
placa de 24 pocos, em 500 puL de RPMI 1640 (HyClone, LGC Biotecnologia),
contendo um indculo inicial de 10° UFC de S. aureus e 10° UFC de C. gattii,
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condicBes de cultivo semelhantes as realizadas no ensaio de fagocitose. As
placas foram incubadas a 37 °C, em 5% COg, por 3 e 6 horas e, ap0s esses
tempos, as co-culturas foram plagueadas em meio ASD - contendo 100Ul/mL de
Penicilina- Estreptomicina (Thermo Fischer Scientific — 10.000 U/mL) - para a
quantificacdo das UFC fungicas e em meio BHI - contendo 5 pg/mL de
Anfotericina B (Cristalia) - para a quantificacdo de UFC da bactéria. Os cultivos
foram realizados em quadruplicatas — somente S. aureus (Sa), somente C. gattii

(Cg) e co-cultivo entre Sa e Cg.

4.4 Cultivo de C. gattii L27/01 em sobrenadantes de culturas de diferentes cepas
de P. aeruginosa (Pa — ATCC27853, PAO1, PAK e PA103) e S. aureus (Sa -
ATCC33591)

Os in6culos das bactérias e de Cg foram preparados conforme descrito
no item 4.2.1. Inicialmente foi cultivado 10 puL de cada in6culo bacteriano, com
concentracédo de 10° UFC/mL, em 20 mL de meio BHI liquido, por 18 horas, a
37°C. Em seguida, o meio de cultivo de cada bactéria foi centrifugado a 8000
rpm por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram filtrados em filtro de 0,22um,
obtendo um volume final de 5 mL. Assim, em cada sobrenadante obtido, a partir
do cultivo de cada uma das bactérias, foi acrescentado 40 pL do in6éculo de Cg,
correspondendo aproximadamente a 10 UFC. Os frascos de cultivo foram
incubados a 37 °C, por 24 horas e, ap6s esse tempo, as culturas foram
plagueadas em meio ASD para quantificacdo das UFC fungicas. Para o controle
do crescimento fungico, 10* UFC de Cg foram cultivados em meio BHI e em BHI
diluido com salina (1,25 mL de salina + 3,75 mL caldo BHI). Os sobrenadantes
filtrados foram cultivados em meio BHI, a 37°C, para controle de esterilidade. Os

cultivos foram realizados em triplicatas.

4.5 Avaliagao da susceptibilidade a piocianina

A susceptibilidade das amostras fungicas frente a piocianina foi
determinada segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo presente no

documento M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI,
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anteriormente denominado NCCLS - National Committe for Clinical Laboratory
Standards para determinacdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) (CLSI,
2008).

4.5.1 Diluicdo da Piocianina

Para determinar a susceptibilidade in vitro a piocianina, solugcéo estoque
na concentracdo de 5000 pg/mL foi preparada em dimetilsufoxido (DMSO). A
partir da solucéo estoque, foram realizadas diluicdes seriadas em meio sintético
RPMI 1640 tamponado (pH 7,0) com &acido morfolinopropanosulfénico (MOPS);

sendo obtidas 6 concentracdes finais que variaram de 1024 pg/mL a 32 pg/mL.

Aliquotas de 100 ul de cada diluigao foram distribuidas nos pogos da placa
de microdiluicdo de 96 pocos. Em cada placa foram definidos os seguintes
controles: (1) crescimento, contendo apenas RPMI 1640 + Ind6culo e (2)
esterilidade, contendo apenas o meio RPMI 1640. Apdés a microdiluicdo das
drogas, as placas foram fechadas, embaladas em filme transparente e

refrigeradas a -20°C até o momento do uso.

4.5.2 Preparo do indculo

O indculo foi preparado pelo método espectrofotométrico proposto por
(PFALLER et al., 1988). Amostras de C. gattii (R265 e L27) e C. neoformans
(H99) foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose e incubadas a 35°C por 72h.
A massa de células obtida foi recolhida assepticamente e suspensa em tubos
contendo 5 mL de solugéo salina 0,85% esterilizada. Ap6s homogeneizagdo em
vortex, a transmitancia foi medida em espectrofotdmetro a 530nm, sendo
ajustada para 75% a 77%, o que corresponde a uma suspensdo de 1 x 10a 5
x 106 células/mL. Posteriormente, para o preparo da suspenséao de trabalho, foi
realizada uma diluicdo de 1:50 seguida de uma diluicdo de 1:20 da suspensao
padrdao em meio liquido RPMI 1640, resultando na concentracdo de 1,0 x 103
células/mL. Entdo, aliquotas de 100uL desse inéculo foram dispensadas nas

placas de 96 pocos contendo a Piocianina. Cada amostra foi testada em
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duplicata. As placas foram incubadas a 35°C, por 72 horas, e posteriormente foi

realizada leitura visual.

4.5.3 Leitura e interpretacéo dos resultados da CIM

A leitura da concentracéo inibitéria minima foi realizada visualmente, apos
72 horas de incubacdo, comparando o controle de crescimento do
microrganismo com 0 crescimento observado nos outros pogos com as
diferentes concentragdes de piocianina; sendo considerada a concentragdo que

apresentou inibicdo de 100% do crescimento.

4.6 Curva de crescimento em concentracdes subinibitérias de piocianina

Para determinacdo da curva de crescimento das linhagens em
concentracdes subinibitérias de piocianina (6,4 pug/mL), células previamente
cultivadas em meio ASD a 35°C por 72h foram suspensas em 1mL de solucdo
salina e posteriormente contadas em camara de Neubauer. A partir da contagem
foi realizada diluicdo em meio liquido RPMI 1640 obtendo uma concentracao
final de 5 x 10° cels/mL. Desse in6culo, aliquotas de 200uL (1 x 10° cels) foram
dispensadas em placa de 96 pocos e incubadas em leitor de ELISA a 37°C
durante 72 horas, com comprimento de onda ajustado para 600nm e intervalo de
leitura a cada uma hora. Para cada linhagem foram realizadas oito replicatas. O
aumento da populagdo microbiana é proporcional a absorbancia detectada. O
parametro Area Sob a Curva (ASC) foi utilizado para comparar 0s grupos, essa
analise foi realiza no software GraphPad Prism, pelo céalculo da integral com a
finalidade de encontrar area de uma regido plana sob uma curva no plano

cartesiano, onde estas curvas sao definidas por fungdes.
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4.7 Ensaios de fagocitose, proliferacdo intracelular (IPR) e quantificacdo de

espécies reativas (ROS e PRN)

4.7.1 Obtencéo de macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMSs)

As células precursoras de macrofagos foram obtidas da medula 6ssea de
camundongos BALB/c. Os animais foram eutanasiados e os fémures e tibias
cuidadosamente extraidos e adicionados a um tubo de polipropileno contendo
PBS estéril e, posteriormente, deixados em etanol 70% por 1 minuto. Utilizando-
se meio RPMI 1640 (HyClone, LGC Biotecnologia) e uma seringa com agulha
0,70 x 25 mm, as células foram removidas do canal medular de cada osso, apos
corte das epifises. As células extraidas foram transferidas para um novo tubo de
polipropileno estéril (tubo Falcon).

Para a diferenciacdo em macréfagos derivados da medula Ossea, as
células foram ressuspensas em 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com
20% SFB (Soro Fetal Bovino), 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2,
100 unidades/mL de penicilina G potassica e também com 30% de sobrenadante
de cultura de células L-929. O sobrenadante de células L-929 contém quantidade
significativa de Fator Estimulante de Colénias de Macrofagos (M-CSF, do inglés
Macrophage-Colony Stimulating Factor) que é um fator de crescimento essencial
na diferenciacdo de células progenitoras de macréfagos. A suspenséo de células
foi colocada em placas de Petri e incubadas a 37°C/5% CO:2 por 7 dias, sendo o
meio renovado de dois em dois dias. Ao sétimo dia em cultura, o sobrenadante
foi descartado e a cultura de células na placa lavada com 5 mL de PBS estéril
para eliminar as células ndo aderentes. Posteriormente, foram adicionados 3 mL
de PBS/EDTA 10mM a cultura na placa, seguido de incubacéo no gelo por 10
minutos. As células aderidas a placa, ja diferenciadas como macréfagos, foram
ressuspensas e transferidas para tubo de polipropileno estéril. Os BMDMs foram
centrifugados a 200xg/5 min a 4 °C e ressuspensos em 5 mL de meio RPMI 1640
contendo 10% SBF, 2 mM de glutamina, 25 mM de HEPES pH 7,2, 100
unidades/mL de penicilina G potassica e 5% de sobrenadante de cultura de
células L929. As células vidveis foram contadas, usando Azul de Trypan,
plaqueadas em placas de cultura de 24 e 96 pocgos, de acordo com 0s objetivos
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propostos, seguido de incubacdo em estufa a 37°C, atmosfera a 5% CO2. ApoOs
vinte e quatro horas, as células foram utilizadas para ensaios de Fagocitose,
Indicie de Proliferacéo Intracelular (IPR) e quantificacdo de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs).

4.7.2 Ensaio de fagocitose

Os macrofagos foram infectados pela bactéria e pelo fungo, seguindo trés
estratégias de infeccdo: 12) bactéria adicionada 30 minutos antes, seguido de
lavagem dos pocgos com PBS e apdés lavagem foi adicionado indculo de C. gattii
(Pasomin+Cg ou Sasomin +Cq); 2°) bactéria adicionada 30 minutos antes de C. gattii

(Pa+Cg ou Sa+Cq); e 3?) Bactéria inativada pelo calor (Heat Killed — HK) 30

minutos antes de C. gattii (PaHK+Cg ou SaHK+Cq). Foram feitos trés controles:

um apenas com a suspensdo de macrofagos (MO), outro com macréfagos
infectados apenas com a suspensao de C. gattii (Cg) e o terceiro contendo
apenas o in6culo da bactéria (P. aeruginosa ou S. aureus). Para cada tipo de

infecg@o o experimento foi realizado em sextuplicada.

Para infeccdo dos macrofagos, foi preparada uma suspenséo fungica,
contendo 1x10° leveduras viaveis por poc¢o, contadas em camara de Neubauer
com azul de Trypan, estabelecendo uma relacéo de 1:1 (1x10° UFC de leveduras
para 1x10° macréfagos), que foram adicionadas a cultura de macréfagos ja nas
placas de 24 pocos contendo laminulas circulares de 13 mm (PERFECTA).
Paralelamente, os macréfagos também foram infectados com a bactéria para
avaliar sua influéncia na fagocitose da levedura, de acordo com as trés
estratégias descritas acima. A suspensao bacteriana foi preparada conforme
descrito na preparagdo do inéculo, item 4.2.1, na concentracdo de 10° UFC
(TAVARES et al., 2016). As culturas foram incubadas a 37°C em 5% COg, por 3
e 6 horas ap6s a infecgcéao por Cg ou 3 e 24 horas nos ensaios com PaHK.

Apés incubacgédo, as laminulas foram cuidadosamente retiradas, lavadas
em PBS 1x estéril, secas, fixadas com metanol gelado, montadas em laminas e
coradas com o corante Panético Rapido (LABORCLIN), conforme sugerido pelo

fabricante, para visualizagdo da fagocitose. A contagem dos macrofagos foi
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realizada por meio de microscopia éptica e a capacidade fagocitica foi expressa

pelo percentual de leveduras internalizadas.
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Figura 7: Esquema do ensaio de fagocitose realizado in vitro com macréfagos (BMDMSs),
seguindo diferentes estratégias de infeccdo com as bactérias (P. aeruginosa ou S.
aureus) e com C. gattii. 1%) bactéria adicionada 30 minutos antes, seguido de lavagem
dos pocos com PBS e ap0s lavagem foi adicionado inéculo de C. gattii (Pa30min+Cg ou
Sa30min +Cg); 2°) bactéria adicionada 30 minutos antes de C. gattii (Pa+Cg ou Sa+Cg);
e 3?) Bactéria inativada pelo calor (PaHeat Killed — HK) 30 minutos antes de C. gattii
(PaHK+Cg ou SaHK+Cg). Em A: foto ilustrativa dos macréfagos nao infectados.

4.7.3 Proliferagéo Intracelular IPR

Para investigar a taxa de proliferacdo intracelular do fungo nestes
macrofagos, foi realizado ensaio como previamente descrito por Ma et al. (2009)
(MA et al., 2009). Brevemente, leveduras nao internalizadas, presentes no
sobrenadante, foram removidas a partir da lavagem dos poc¢os com 200 uL de
PBS. Em seguida, macrofagos foram lisados, apoés trés, seis ou 24 horas, com
200 pL de agua esterilizada e incubados por 30 minutos a 37°C. Apoés o periodo
de incubacio, 50 pL do lisado foi coletado e plaqueado em Agar Sabouraud
Dextrose (Difco), suplementado com 100ug/mL de Gentamicina (Sigma-Aldrich)
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nos ensaios com Pa ou com 100 Ul/mL de Penicilina-Estreptomicina (Sigma-
Aldrich) nos ensaios com Sa, para determinacdo do numero de UFC fungica. Os
valores para IPR foram calculados considerando: UFC 6hs / UFC 3hs ou UFC
24hs /| UFC 3hs (UFC intracelular). Também foram avaliados as UFC dos

sobrenadantes (UFC extracelular) nos tempos de 3 e 6 horas.
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Figura 8: Ensaio realizado in vitro com macréfagos (BMDMs), para avaliar a taxa de
proliferacdo intracelular das leveduras (IPR), seguindo diferentes estratégias de
infeccdo com as bactérias (P. aeruginosa ou S. aureus) e com C. gattii. 13) bactéria
adicionada 30 minutos antes, seguido de lavagem dos pocos com PBS e apés lavagem
foi adicionado in6culo de C. gattii (PasomintCd 0U Sasomin +CQq); 2°) bactéria adicionada
30 minutos antes de C. gattii (Pa+Cg ou Sa+Cq); e 3?) Bactéria inativada pelo calor
(Heat Killed — HK) 30 minutos antes de C. gattii (PaHK+Cg ou SaHK+Cq).

4.7.4 Quantificacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
peroxinitrito (PRN) no ensaio de fagocitose

A quantidade endbégena de espécies reativas de oxigénio (ROS) e

peroxinitrito (PRN) foram mensuradas por um ensaio fluorimétrico, utilizando

78



uma sonda especifica (SOARES et al., 2011). No ensaio de ROS e PRN, as
células obtidas da medula foram tratadas como no teste de fagocitose descrito
acima, diferindo apenas no meio, foi utilizado o RPMI-1640 sem fenol red, e no
modelo da placa (foi utilizada placa de 96 pocos). Apos o periodo de incubacédo
(3h, 6h e/ou 24h), foi adicionado em cada poco 20nM de dihydrorhodamine 123
(DHR 123; Invitrogen, Life Technologies) e 2,7-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA; Invitrogen, Life Technologies) e apds incubacdo de 30 minutos a
37°C, foi possivel a quantificacdo de ROS e PRN, respectivamente, através da
mensuracao da fluorescéncia em um fluordmetro (Varioskan Flash, Thermo),
usando comprimentos de onda de excitagcdo de 485nm e emissao de 530nm. Os
ensaios foram realizados em sextuplicata. Os dados foram expressos como

unidades arbitrarias de fluorescéncia + SE.

Ensaios in vivo

4. 8 Animais Experimentais

Para a execucéo dos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos
fémeas da linhagem BALB/c, com seis a oito semanas de idade, adquiridos no
biotério do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais. Os
animais foram divididos em grupos de seis por gaiola, inclusive para 0s grupos
controles. Foram fornecidos agua e racao ad libitum e mantidos ciclos de
claro/escuro. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os
Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA - UFMG). Previamente a qualquer experimentacéo,
os animais foram anestesiados pela via intraperitoneal com solugéao de ketamina
(80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg) diluidas em PBS (137 mM NaCl, 2.7mM KCl,
8MmM NazHPO4, 1.46mM KH2PO4).
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Este trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA - UFMG), com numero de protocolo 77 / 2018, conforme

anexo 1.

4.9 |Isolados Utilizados

Para todas as analises, foram utilizados C. gattii (isolado clinico L27/01),

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Staphylococcus aureus ATCC 33591.

4.10 Escolha do in6culo bacteriano para experimentos de co-infeccéo

Inicialmente, foi avaliada a sobrevida de animais infectados com inoculos
variaveis de cada bactéria utilizada no estudo (P. aeruginosa e S. aureus), tendo
como objetivo escolher um indculo néo letal, que permitisse avaliar a influéncia
da infeccdo bacteriana na criptococose causada por C. gattii. Para tanto, trés
grupos (para cada bactéria) (n=6) foram infectados com 10°, 107, e 10° UFC e
acompanhados diariamente quanto & morbidade e mortalidade. A medida que
0S animais apresentaram o0s sinais clinicos mais graves da doenca, foram

anestesiados e eticamente eutanasiados.

4.11 Preparo de in6culo bacteriano e infeccéo intranasal

A suspensao de bactérias (P. aeruginosa ou S. aureus) utilizada para a

infecc@o animal foi preparada de acordo com o topico 4.2.1. Desta suspenséo,

. . . 7
foram utilizados 40 pL, equivalente a aproximadamente 10 UFC de S. aureus,
como inéculo para cada animal, por via intranasal. Para o in6culo de P.

aeruginosa foi realizado uma diluicdo de 100 vezes da suspenséo inicial para

~ ~ . 5 "
obtencdo de concentracdo equivalente a 10 UFC em 40 pL de in6culo. Para
todos os experimentos, os indculos foram confirmados por plagueamento da
suspensao bacteriana. Os animais foram anestesiados com ketamina/xilazina:

80 mg/Kg/ 15 mg/Kg e, em seguida os indculos foram instilados em suas narinas.
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Para a realizacao dos ensaios com as bactérias (Pa e Sa) inativadas pelo
calor (Heat Killed — HK), também foi realizado procedimento conforme descrito
no tépico 4.2.1, e um volume de 1mL do in6culo obtido com DO de 1.040 foi
incubado em banho-maria aquecido a 60°C por uma hora, em seguida foi
resfriado em temperatura ambiente, ressuspenso em vortex e utilizado para
inoculacao por via intranasal nos animais. Para Pa foi realizada uma diluicdo de
100 vezes com salina. Os indculos inativados pelo calor foram semeados em
meio BHI, incubados a 37°C, por 48 horas, para verificar a efetividade do

procedimento para inativacéo (PRIEBE et al., 2002).

4.12 Analise da cinética de eliminacdo bacteriana nos pulmdes (P. aeruginosa -

Pa e S. aureus - Sa)

Apoés andlise da sobrevida e escolha do indculo inicial (10° UFC para Pa
e 107 UFC para Sa), foi realizado um experimento para avaliar a cinética de
eliminacdo da bactéria, com o objetivo de identificar em quanto tempo ocorre a
eliminacdo da bactéria e resolu¢éo da infeccao pelo organismo do animal. Este
experimento foi realizado para estimar os tempos ideais para a coinfeccdo com
C. gattii.

Para isso, 0s grupos experimentais descritos a seguir foram infectados
com a bactéria, por via intranasal e com o in6culo escolhido, e, posteriormente,
foram eutanasiados em dias determinados para recuperacao e quantificacéo da
carga bacteriana nos 6rgdos alvo (pulmdes, cérebro, lavado bronco-alveolar
(LBA), sangue, figado, baco, coracdo, linfonodos, timo), ap0s trituracdo e
plagueamento em agar BHI. Também foi realizada a contagem diferencial de
células do LBA coletado para analise do perfil de recrutamento celular durante a
infec¢do. Fragmentos de tecidos (pulmé&o e cérebro) coletados para anélises de

citocinas, MPO e NAG foram congelados em freezer -80 °C.
Grupos testados para a escolha dos tempos para coinfeccao:
Grupol: Controle — PBS — nao infectado (NI)

P. aeruginosa (Pa)

81



Grupo 2: infecgcdo com P. aeruginosa - eutanasiados apos 1 dia de infeccéo
Grupo 3: infecgcdo com P. aeruginosa - eutanasiados apos 3 dias de infec¢éo
Grupo 4: infeccdo com P. aeruginosa - eutanasiados apos 6 dias de infeccao
Grupo 5: infecgcdo com P. aeruginosa - eutanasiados apos 10 dias de infec¢céo

Grupo 6: infeccdo com P. aeruginosa - eutanasiados apos 15 dias de infeccéo

S. aureus (Sa)

Grupo 7: infecgcdo com S. aureus - eutanasiados apos 1 dia de infeccao
Grupo 8: infeccdo com S. aureus - eutanasiados apos 4 dias de infeccéo
Grupo 9: infecgdo com S. aureus - eutanasiados apos 7 dia de infeccao
Grupo 10: infeccdo com S. aureus - eutanasiados apo6s 10 dia de infeccao

Grupo 11: infeccdo com S. aureus - eutanasiados apés 15 dia de infeccao

4.13 Preparo de indculo e infeccao intratraqueal com C. gattii

Para C. gattii foi utilizado o inéculo e 0 modelo de infec¢éo intratraqueal
desenvolvido no Laboratério de Micologia — UFMG (SANTOS et al., 2014). Apés
cultivo das leveduras em ASD, colonias foram suspensas em PBS,
homogeneizadas e a contagem das células viaveis foi feita em Céamara de
Neubauer (NEW OPTIK) apos coloracdo com Azul de Trypan (Trypan Blue —
Sigma Aldrich). A concentracdo do in6culo foi ajustada de modo que cada 30 pL
contenha 10 leveduras viaveis. Apds anestesia, foi feita antissepsia do local da
incisdo no animal, com etanol 70%. Em seguida, foi feita uma pequena incisao
medial longitudinal de aproximadamente 0,5 cm na pele posterior ao mento do
animal. Ap0s a separacdo das camadas dos tecidos, os lobos da glandula
tiredide foram afastados usando uma pinca para exposicdo da traquéia. A
inoculacao foi feita usando micro seringa de 100 puL (Hamilton) carregada com
30 pL da suspenséo fungica. Apos inoculagéo, a pele foi suturada usando nylon
4-0 (BRASUTURE) e o0s animais foram acompanhados até completa

recuperacao.
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Depois de realizados os procedimentos, 0s grupos experimentais foram
mantidos em gaiolas separadas. Apoés a infecgdo, os animais foram monitorados
diariamente e a observacdo de sinais intensos de morbidade, como
encurvamento dorsal e piloerecéo acentuados, foram critérios para realizacéo de
eutanasia sob anestesia, evitando intenso sofrimento, conforme requerido pelas

normas do CEUA desta instituic&o.

4.14 Andlise de sobrevida dos animais coinfectados e anélise comportamental
(SHIRPA)

Feita a escolha do in6culo para cada bactéria e dos tempos ideais para
realizacdo da coinfeccdo, foi realizado novo experimento para analise de
sobrevida (n=6), com o objetivo de investigar a influéncia da infec¢éo bacteriana
na infec¢éo fungica. Considerando o tempo de sobrevida, dos animais infectados
com inoculo bacteriano ndo letal selecionado, e o tempo da cinética de
eliminacdo da bactéria, os animais foram infectados com a bactéria antes ou
apos infeccdo com 10 leveduras viaveis de C. gattii, seguindo os regimes de
infeccdo a seguir descritos, e foram acompanhados diariamente para avaliacao
da morbidade (SHIRPA) e construcao de uma curva de sobrevida para avaliar a

mortalidade.

Padronizacao do modelo de coinfec¢do entre C. gattii X bactéria (P. aeruginosa
e S. aureus) — analise de sobrevida e do perfil comportamental (protocolo

SHIRPA) foram realizados diariamente.
Grupo 1: Controle — PBS — nao infectado (NI)
Grupo 2: infecgcado com C. gattii L27/01(CqQ)
Grupo 3: infeccdo com P. aeruginosa (Pa)

Grupo 4: infeccdo com P. aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C. gattii
L27/01 (Pa+Cqg)

Grupo 5: infeccdo com P. aeruginosa 3 dias apds da infecgcdo com C. gattii
L27/01(Cg+Pa)
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Analise da Sobrevida e do perfil comportamental dos animais

Sobrevida

Variacao de peso
SHIRPA

(e

Figura 9: Representagdo esquematica dos regimes de coinfec¢cdo com P. aeruginosa.

Grupo 6: infeccdo com S. aureus (Sa)

Grupo 7: infeccdo com S. aureus 4 dias antes da infec¢cdo com C. gattii L27/01
(Sa + Cg)

Grupo 8: infec¢do com S. aureus 4 dias ap6s a infec¢do com C. gattii L27/01 (Cg
+ Sa)
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Analise da Sobrevida e do perfil comportamental dos animais

Sobrevida

Variagao de peso
SHIRPA

(sl

Figura 10: Representacdo esquematica dos regimes de coinfec¢cdo com S. aureus.

Paralelo a andlise de sobrevida, realizado para avaliar o perfil de
morbidade dos animais, foi analisado o perfil comportamental dos diferentes
grupos experimentais, utilizando 0 protocolo SHIRPA
(SmithKline/Harwell/Imperial College/Royal Hospital/PhenotypeAssessment -
SHIRPA). Este teste mimetiza as manifestacdes gerais, neurolégicas e
psiquiatricas que ocorrem em humano (ROGERS et al., 1997). Para o proposito
de analise, os parametros individuais avaliados pelo SHIRPA foram agrupados
em cinco categorias funcionais descritas na tabela 1 (funcao reflexa e sensorial;
estado neuropsiquiatrico; comportamento motor; fungcdo autonémica; ténus e
forca muscular) de acordo com Lackner et al. (2006), para determinar uma
contagem global e cinco dominios de contagem (LACKNER et al., 2006).
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Tabela 1: Classificacédo das categorias funcionais do teste SHIRPA de acordo com os
parametros avaliados (ROGERS et al., 1997).

Categorias Funcionais Parametros Avaliados

Funcéo reflexa e sensorial Posicionamento visual, pinna reflex, reflexo

corneal, beliscada da pata traseira e postural

Estado neuropsiquiatrico Atividade esponténea, excitacdo de
transferéncia, escape ao toque, passividade
posicional, mordida provocada, medo,
irritabilidade, agresséo e vocalizagéo

Comportamento motor Posicao corporal, tremor, atividade
locomotora, elevagéo pélvica, ambulacao,
elevacdo da cauda, encurvamento do tronco,
segurar as patas traseiras, manobra do

arame, geotaxis negativa

Funcéo autbnoma Taxa de respiracdo, defecagéo, miccao,
fechamento de palpebras, piloerecéo, cor da
pele, frequéncia cardiaca, lacrimejacao,

salivagéo, temperatura corporal

Tonus muscular e forca Forca ao agarrar, tonus corporal, tonus dos

membros e tbnus abdominal

4.15 Quantificacdo das cargas fungica e bacteriana em 6rgédos alvos (LBA,

pulm&o e cérebro) e avaliacdo do perfil de recrutamento celular no LBA.

Apos a andlise do tempo de sobrevida e do perfil comportamental dos
grupos coinfectados, novos grupos de animais (n=6/grupo) foram novamente
coinfectados para a realizacdo dos demais experimentos: quantificacdo da carga
fungica e bacteriana em 6rgéos alvos (LBA, pulméo e cérebro); avaliacao da
resposta inflamatoria no LBA; quantificacdo de citocinas nos pulmdes e
quantificacdo de enzimas como MPO e NAG; avaliacdo histopatolégica dos
tecidos de cérebro e pulmdes. Apés 10 dias da realizacdo da infec¢éo por C.
gattii, o LBA foi obtido com o auxilio de um tubo traqueal, por meio de injecao de
2 mL de PBS gelado nas vias aéreas dos camundongos. Os 6rgaos foram
removidos cirurgicamente, pesados e triturados em 1 mL de PBS. O volume de
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50uL de cada homogenato dos orgaos e do LBA foram plagueados, em
duplicata, em ASD (DIFCO) suplementado com Cloranfenicol (0,1 mg/mL) para
quantificacdo das leveduras e em agar BHI suplementado com Anfotericina B (5
mg/L) para quantificacdo das bactérias viaveis. Os dados foram expressos em
quantidade de UFC/g de pulmdes e de cérebro, e UFC/mL de lavado. Para a
contagem diferencial de leucdcitos, mononucleares e polimorfonucleares, o LBA
restante foi centrifugado a 1200 rpm, 4°C, por 5 minutos, e o pellet celular
resultante foi suspenso em 100uL de BSA 3% (Sigma). Em seguida, foi feita a
confeccdo de esfregacos em Cytospin (Thermo), a 450 rpm, por 10 minutos
(MAXEINER et al, 2007), que foram corados com Pandtico Ré&pido
(LABORCLIN), conforme protocolo de coloragdo sugerido pelo fabricante.
Fragmentos de tecidos (pulméo e cérebro) coletados para analises de citocinas,

MPO e NAG foram congelados em freezer -80 °C.

Para avaliacdo histopatolégica, os pulmdes de cada animal (em
experimento independente) foram fixados em formalina tamponada 10% e
embebidos em parafina para a realizacdo de seccdes histoldgicas (5um) que
foram coradas com Hematoxicilina-Eosina (HE) e Groccot; posteriormente
examinados ao microscépio Optico para analise e comparacdo das alteracdes
teciduais resultantes das infec¢des propostas para cada grupo.

4.16 Quantificacdo do estresse oxidativo em células de lavado bronco alveolar

(LBA) de animais infectados com P. aeruginosa — ROS e PRN in vivo

Foram realizadas andlises de ROS e PRN in vivo no LBA de animais
infectados com Pa. Para isso, os animais foram inoculados com 10° UFC de Pa
(preparado conforme descrito no item 4.11), por via intranasal. Apos 3 dias de
infecgéo, os animais foram eutanasiados e os LBAs coletados, conforme descrito
no item 4.15. Os LBAs foram centrifugados a 1200 rpm, por 10 minutos, a 4°C.
Em seguida os sobrenadantes foram descartados e os pellets contendo as
células foram ressuspensos em 100 pL de salina e colocados em placa de 96
pocos. Em seguida, foi adicionado em cada poco, 20nM de dihydrorhodamine

123 (DHR 123; Invitrogen, Life Technologies) e 2,7-diclorofluoresceina diacetato
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(DCFH-DA; Invitrogen, Life Technologies) e, apos incubacédo de 30 minutos a
37°C, foi possivel a quantificagdo de ROS e PRN, respectivamente, através da
mensuracao da fluorescéncia em um fluorometro (Varioskan Flash, Thermo),
usando comprimentos de onda de excitacdo de 485nm e emissao de 530nm. Os
ensaios foram realizados em sextuplicata. Foram analisados animais infectados
com Pa e animais néo infectados. Os dados foram expressos como unidades

arbitrarias de fluorescéncia + SE.

4.17 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) e Atividade de N-

acetilglicosaminidase (NAG) nos tecidos infectados

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada nos granulos
azurdfilos de neutrdfilos. A quantificacdo de MPO é uma técnica que tem sido
utilizada como um marcador bioquimico de recrutamento de neutrofilos para o
foco inflamatério e permite demonstrar o componente inflamatério de forma
quantitativa (CROSS et al., 2003). O acumulo de macrofagos no tecido foi
avaliado pelo ensaio de atividade enzimatica da N-acetilgllicosaminidase (NAG).

Para determinacdo da atividade de MPO e NAG, os tecidos foram
processados, de forma que os fragmentos de tecido obtidos apds eutanasia
foram congelados em ultrafreezer (-80 °C). No momento da realizacdo do
procedimento, foram descongelados e homogeneizados em tampéao | pH 4,7
(0,AM NacCl; 0,02M NasPO4; 0,015M Na2EDTA) - (ImL para 100mg tecido),
centrifugado (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos), descartando-se o sobrenadante. O
precipitado foi submetido a lise hipoténica (0,75 mL de solugéo 0,2% de NaCl /
100 mg tecido, durante 30 segundos), para o rompimento de hemacias.
Decorrido esse tempo, foi feita a adicdo de 0,75 mL de uma solucéo de NaCl
1,6% (p/v) com glicose 5% (p/v) para cada 100 mg de tecido, a solucao final foi
homogeneizada e dividida igualmente em dois eppendorfs, um para MPO e outro
para NAG. Esses volumes foram centrifugados (10.000 rpm; 4°C; 10 minutos).

O sobrenadante foi novamente desprezado:
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- Nos tubos para analise de MPO foram adicionados 800 uL de tampéao Il (tampé&o
fosfato (0,05 mol/L de Na3PO4 e 0,5% (p/v) de hexadecil-trimetil brometo de
amonia (HETAB), pH 5,4);

- Nos tubos para analise de NAG os sedimentos foram ressuspensos e
homogeneizados em 1 ml de salina 0,9% com 0,1% v/v de Triton X-100,
centriifugado por 10 minutos a 9000 x g, e 0 ensaio foi realizado com o
sobrenadante coletado.

Para a atividade da MPO, a suspenséao foi submetida a trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido e centrifugadas por 15
min a 10.000 rpm, coletando-se o sobrenadante. O ensaio foi conduzido
adicionando-se 25 ul da amostra em duplicata em placa de 96 pocos (o tampéao
Il — 25 pl/poco corresponde ao branco). A reacao iniciou com a adi¢ao de 25l
de 3,3-5,5-tetrametilbenzidina (TMB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO, Merck) com concentragdo final de 1,6
mM, as amostras e incubagdo a 37°C por 5 minutos. Ao final desta etapa
adicionou-se 100 pl de H2SO4 (1M) para término da reacdo. As placas foram
lidas em leitor de ELISA (450nm). O conteudo de neutrdfilos foi calculado com
base em curva padrdao de MPO, feita pela coleta de neutréfilos peritoneais
recolhidos de animais estimulados com 3 mL de caseina 5%. Os resultados

foram apresentados como numero relativo de neutréfilos por grama de 6rgéao.

Os niveis de NAG foram determinados pela alteracdo na densidade 6tica
(D.O.) durante leitura em espectrofotdmetro de microplacas com comprimento
de onda de 400 nm, utlizando o substrato pnitrofenil-N-acetil-B-D-
glicosaminidina (SIGMA) e tampéao glicina 0,2M (pH 10,6). O acumulo de
macrofagos foi calculado a partir de uma curva padréo da atividade de NAG
expressa a partir de macréfagos obtidos da cavidade peritoneal de
camundongos com tioglicolato 3%. Os resultados foram expressos em namero

relativo de macréfagos em 100 mg de tecido.
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4.18 Quantificacdo da concentracéo de citocinas e quimiocinas nos pulmdes dos

animais coinfectados com Pa e Cg

A dosagem de citocinas e quimiocinas foi realizada a partir do
sobrenadante do extrato de pulmé&o dos animais infectados com Pa, Cg e Pa+Cg,
um e dez dias apos a inoculacdo de Cg. Somente no grupo Pa, foi analisado no
terceiro dia apds a inoculacdo de Pa, por representar a condicdo em que o fungo
foi inoculado no grupo coinfectado. Para obtencéo do extrato de tecido, 100mg
de tecido foram homogeneizadas numa solucdo de PBS contendo inibidor de
proteases (0,1 mM “phenylmethilsulfonyl fluoride”, 0,1 mM “benzethonium
chloride”, 10 mM “EDTA” e 80 Kl de aprotinina A) e 0,05% v/v de “Tween 207, na
propor¢cdo de 0,1 g de tecido para cada 1 mL de solugéo, utilizando-se o
homogeneizador Power Gen 125 (Fischer Scientific Pennsylvania, USA). Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por 10min a 4°C (em
centrifuga BR4, Jouan Winchester VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e
estocados em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil) a -20°C, para posterior andlise. Para realizacdo do ensaio, as
concentracfes utilizadas para os anticorpos e reagentes foi baseada nos
protocolos dos fabricantes (R&D Systems). Inicialmente, placas de 96 pocos
(Nunc. Immunosorb, Naperville, IL) foram recobertas com anticorpos purificados
especificos para as moléculas em analise (IL138, CXCL1-1/KC, IL-17, IFN-y e IL-
10), sendo 50uL/poco, em PBS, e incubadas por 18 horas a 4°C. Numa segunda
etapa, as placas foram lavadas com PBS acrescido de Tween 20 0,1% v/v, e
bloqueadas pela adicdo BSA 1% p/v em PBS (100uL/poc¢o) por 2 horas, sob
agitacdo. Apos nova lavagem, amostras de sobrenadante de extrato de tecidos
diluidas em BSA 1% p/v em PBS foram adicionas em duplicada (50uL/poco), e,
entdo, incubadas por 18 horas a 4°C. Apos lavagem, foi adicionado anticorpo
especifico biotinilado e, apds incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente e
nova lavagem, foi utilizada uma solucdo de estreptoavidina acoplada a enzima
peroxidase, seguido de incubacdo por 20 minutos sob agitacdo, a temperatura
ambiente. ApGs lavagem, a reacao foi realizada pela adicdo de 50uL/poco do
cromogeno OPD (Sigma) a 0,4mg/mL, contendo H202 (0,2l de uma solucéo a
30% v/v) em tampao citrato (pH 5,0) e a absorbancia lida em leitor de ELISA com

filtro para comprimento de onda de 492nm (Status-labsystems, multiskan RC,
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Uniscience do Brasil). Os dados foram expressos em pg/mL ou pg/100mg de

tecido de acordo com curva padréo realizada nas mesmas condic¢oes.

4.19 Citometria de fluxo

A analise do perfil celular, por citometria de fluxo, foi realizada a partir dos LBAs
dos animais infectados com Pa, Cg e Pa+Cg, dez dias apds a inoculagéo de Cg.
Somente o grupo Pa, foi analisado no terceiro dia apos a inoculacdo da bactéria,
por representar a condicdo em que o fungo foi inoculado no grupo coinfectado.
Foi realizado a marcacédo de leucécitos presentes no LBA. Para isso, 1x10°
células recuperadas no lavado foram adicionadas em placas de 96 pogos com
fundo em U e, ap6s centrifugacdo e descarte do sobrenadante, incubadas ao
abrigo da luz a 4°C por 20 minutos com um mix de anticorpos contendo os
seguintes anticorpos conjugados a fluorocromos: anti-mouse CD45, anti-mouse
CD11b, anti-mouse Ly6G, anti-mouse F4/80, anti-mouse CD4, anti-mouse CD3
e anti-mouse MHCII. Apos a incubacédo, as amostras foram lavadas com 150pl
de PBS contendo 0,5% p/v de BSA e centrifugadas por 10 minutos a 4° C a 400
X g. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 200 pL de
solucéo de fixacdo (formaldeido a 4% v/v em PBS) e incubados por 20 minutos
ao abrigo da luz a 4°C. Apl6s incubacdo, as amostras foram novamente
centrifugadas e lavadas com PBS. Em seguida, foi realizado a permeabilizacéo
das células para marcacao intracelular atraveés da adigdo de 200uL do tampé&o
de permeabilizacdo (eBioscience) e incubadas ao abrigo da luz a 4°C por 20
minutos. Apos essa permeabilizacdo as amostras foram lavadas com tampéao de
permeabilizacdo e foi adicionado o anticorpo ndo conjugado Rat anti mouse
INOS por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida as amostras foram
lavadas com tampéao de permeabilizacéo e foi adicionado o anticorpo anti-rat IgG
conjugado e incubado por 20 minutos a temperatura ambiente. As amostras
foram lavadas e em seguida fixadas com formaldeido a 4% v/iv em PBS. As
amostras foram adquiridas no citbmetro FACSCanto Il e analisadas no software
FlowJo V10 (Tree Star Inc).
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4.20 Andlise de sobrevida dos animais coinfectados com P. aeruginosa e C. gattii

e tratados com inibidor da enzima éxido nitrico sintase (iNOS)

Foi realizado uma nova curva de sobrevida (conforme item 4.14) para
avaliar o efeito do tratamento com inbidor da enzima iINOS no grupo coinfectado
(Pa+Cg). Para isso foi adicionado na &agua dos animais o farmaco
Aminoguanidina (Sigma-Aldrich), na concentracdo de 1mg/mL, por 20 dias. Os

seguintes grupos de animais foram avaliados:

Grupo 1: Controle — PBS — néo infectados e tratados com Aminoguanidina (NI
INIB. iNOS)

Grupo 2: infecgéo com C. gattii L27/01 e nao tratados (Cg NT)

Grupo 3: infeccdo com C. gattii L27/01 e tratados com Aminoguanidina (Cg INIB.
iINOS)

Grupo 4: infeccdo com P. aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C. gattii

L27/01 e nao tratados (Pa+Cg NT)

Grupo 5: infeccdo com P. aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C. gattii
L27/01 e tratados com Aminoguanidina (Pa+Cg INIB. iNOS)

4.21 Andalise Estatistica dos Dados

Os resultados foram analisados utilizando-se testes estatisticos para
comparar as diferencas significativas entre os grupos estudados, com 0 apoio
instrumental do software PRISMA 5.0 (GrapPad Inc., San Diego, CA, USA). O
nivel de 95% de significancia foi considerado para que os valores sejam

significativamente diferentes (p<0,05).
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Topico I: Cryptococcus gattii X Pseudomonas aeruginosa

5 Resultados e Discusséo - PaXCg

5.1 Determinacdo in vitro da atividade inibitéria de diferentes cepas de P.

aeruginosa contra Cryptococcus.

5.1.1 Co-cultivo

Ainda séo necessarios muitos estudos sobre a etiopatogenia das doencas
infecciosas e de acordo com Nair e colaboradores, 2014, a maioria das infec¢des
sdo de natureza polimicrobiana e podem ocorrer em quase todos os nichos do
corpo humano, particularmente nas superficies de mucosas, onde diferentes
espécies de microorganismos, como bactérias, fungos e virus coexistem,
formando comunidades (NAIR et al.,, 2014). As doencas polimicrobianas
compartilham mecanismos de patogénese, como por exemplo, os fatores
predisponentes, mas cada doenca tem aspectos Unicos, o que confere grande
complexidade e requer estudos com ampla abordagem (BAKALETZ, 2004).
Além disso, a exposicao a uma infeccdo anterior pode exercer efeito modulador
na resposta a infec¢des futuras, influenciando o resultado e o prognostico das
doencas (NAIR et al., 2014).

Dessa forma, compreender as relagfes estabelecidas entre os patégenos
é de fundamental importancia para possibilitar a compreensdo dos mecanismos
de patogénese que serdo estabelecidos durante uma coinfec¢do. Ja € bem
descrito na literatura a inibicdo do crescimento de Cryptococcus por P.
aeruginosa (Pa) (RELLA et al., 2012; TEOH-CHAN et al., 1975). Entretanto os
mecanismos envolvidos nesse processo ainda néo estdo totalmente
esclarecidos. Assim, foram realizados testes in vitro com a perspectiva de

conhecer as relacdes estabelecidas entre as cepas estudadas nesse trabalho.

Inicialmente, foi realizado o co-cultivo de C. gattii L27/01 e P. aeruginosa
ATCC-27853 (Pa) com diferentes in6culos de Pa (10°, 10° e 10?2 UFC) e 10° UFC

de L27/01. O crescimento fungico foi avaliado em diferentes tempos (1; 4; e 12
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horas), por meio da quantificacdo de UFC do fungo. Dessa forma, foi possivel
observar que no tempo de 4 horas e com um inéculo de 10° UFC de Pa ocorreu
uma reducéo significativa no crescimento de C. gattii L27/01, o que pode ser

observado na figura 11.
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Figura 11: Perfil de inibicdo de C. gattii (L27/01) durante co-cultivo com P. aeruginosa
ATCC-27853. In6culo de 10° leveduras de C. gattii foi co-cultivado com diferentes
inéculos de P. aeruginosa (10°, 10% e 10?2 UFC). Nos tempos de 1, 4 e 12 horas foi
detectado a carga fangica no co-cultivo.

Em seguida, foram realizados os co-cultivos de diferentes cepas de
Cryptococcus (L27/01, R265 e H99) com diferentes cepas de P. aeruginosa (Pa
(ATCC-27853), PAK, PA103, PAO1). Apés 4 horas, o crescimento fungico foi
avaliado atraves da quantificacdo de UFC do fungo. Foi possivel observar que,
da mesma forma como ocorreu com o co-cultivo de L27 x Pa, ocorreram
reducdes significativas nos crescimentos de C. gattii (L27/01 e R265) e de C.
neoformans (H99) nos co-cultivos com as demais cepas de P. aeruginosa, o que

pode ser observado na figura 12.
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Figura 12: Perfil de inibicdo de diferentes cepas Cryptococcus durante co-cultivo com
diferentes cepas de P. aeruginosa. Em A, inéculo de 10° leveduras de C. gattii L27/01
foi co-cultivado com inéculo de 10° UFC de diferentes cepas de P. aeruginosa (Pa, PAK,
PA103, PAO1). Em B e C co-cultivos realizados de forma semelhante, para C. gattii
R265 e C. neoformans H99, respectivamente. Apos 4 horas de incubagéo, em estufa
a 37°C, foram detectadas as cargas fungicas em cada co-cultivo. Analise por Tukey's
multiple comparisons test mostrou diferencas com significAncia estatistica na
comparacao dos co-cultivos com os controles (L27/01, R265 e H99).

5.1.2 Atividade inibitéria de metabdlitos secretados por P. aeruginosa contra

Cryptococcus

Pseudomonas aeruginosa € conhecida como uma eximia secretora. Com
um extenso genoma (cerca de 6,4 Mbp), codifica e secreta um enorme arsenal
de proteinas efetoras e pigmentos, que atuam promovendo sua adaptacdo ao
meio ambiente e determinam sua patogenicidade. Para isso, conta com sistemas
de secrecao complexos e diversificados, apresentando cinco dos sete tipos de
sistemas de secre¢do descritos até o0 momento em bactérias Gram-negativas
(BLEVES et al., 2010; CHEN et al., 2015; CROUSILLES et al., 2015; FILLOUX,
2011).

Assim, apos a realizacdo do co-cultivo, foi realizada a técnica de spot on
the lawn para avaliar a atividade de produtos secretados por diferentes cepas de

P. aeruginosa sobre o crescimento de Cryptococcus.

Os produtos secretados a partir do cultivo de cepas de P. aeruginosa (Pa
(ATCC27853), PAK, PA103, PAO1) apresentaram uma atividade inibitoria sobre
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o crescimento de C. gattii (L27/01 e R265) e de C. neoformans (H99), mostrando
halos de inibicéo limpidos e bem definidos (figura 13). Os diametros dos halos
de inibicdo foram medidos, entretanto, n&o foram observadas diferencgas
significativas entre os diametros dos halos obtidos (dados ndo apresentados),
comparando as diferentes cepas de P. aeruginosa e diferentes cepas de

Cryptococcus.
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Figura 13: Atividade antagonista de metabdlitos secretados por diferentes cepas de P.
aeruginosa (Pa (ATCC27853), PAK, PA103, PAO1), inibindo o crescimento de C. gattii
(L27/01 e R265) e de C. neoformans (H99). Os halos limpidos formados mostram zonas
de inibicdo do crescimento de Cryptococcus.

A cepa ATCC-27853 € amplamente utilizada como uma cepa modelo para
pesquisas de suscetibilidade aos antibidticos, desenvolvimento de biofilme e
estudos de atividades metabdlicas em geral. Apresenta expressao de varias
proteinas de superficie, proteinas envolvidas no metabolismo celular e nos
sistemas de secrecado do tipo I, Ill e VI, sugerindo potenciais fisioldgicos e
patogénicos unicos da ATCC-27853 (CAO et al., 2017). Essa ATCC produz
EX0A, via T2SS e também produz ExoS, via T3SS (YOUSEFI-AVARVAND et al.,
2015).
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T3SS é uma via de secrecdo de proteinas dependente de contato com
célula hospedeira, desempenha um papel fundamental na patogénese, e duas
exotoxinas se destacam por caracterizar o poder invasivo das cepas de P.
aeruginosa: ExoS é uma citotoxina envolvida em estagios de colonizacao,
invasdo e disseminacdo de infeccdo; ExoU é uma citotoxina potente com
atividade de fosfolipase, capaz de matar uma variedade de células eucariéticas
in vitro, apresentando, dessa forma, um efeito maior do que outros efetores T3SS
sobre a viruléncia das bactérias (RADO et al., 2017; YOUSEFI-AVARVAND et
al., 2015).

Dentre as demais cepas utilizadas para comparagédo, as cepas PAK,
PAOL1 e PA14 destacam-se pela secrecdo de ExoS (MIKKELSEN; MCMULLAN;
FILLOUX, 2011); e PA103 pela producéo de ExoU (PLOTKOWSKI et al., 2015;
SALIBA et al., 2003; SUN et al., 2012).

Na tentativa de conhecer a importancia dessas toxinas (ExoS e ExoU) em
meio as demais substancias secretadas pelas cepas de P. aeruginosa
disponiveis nesse estudo, foi realizado o teste spot on the lawn, utilizando cepas
mutantes, com delecdo para a secrecdo de ExoS (PAKAexoS) e ExoU

(PA103AexoU). Os resultados obtidos podem ser observados na figura 14.

Figura 14: Atividade antagonista de metabdlitos secretados por diferentes cepas
mutantes de P. aeruginosa (PAKAexoS e Pa103AexoU), inibindo o crescimento de C.
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gattii (L27/01 e R265) e de C. neoformans (H99). Os halos limpidos formados mostram
zonas de inibicdo do crescimento de Cryptococcus.

De forma semelhante, produtos secretados pelas cepas mutantes
(PAKAexoS e Pa103AexoU) apresentaram atividade inibitéria sobre o
crescimento das cepas de Cryptococcus, mostrando halos de inibicao limpidos
e bem definidos. Mesmo na auséncia dessas exotoxinas, 0s produtos
secretados pelas cepas mutantes exerceram atividade inibitoria sobre o
crescimento de C. gattii e de C. neoformans, ratificando o poder inibitério dos
diversos metabdlitos secretados por P. aeruginosa, através de seus variados
sistemas de secrec¢do, destacando o T2SS, que atua com uma variedade de
substancias importantes, entre elas a exotoxina A e a piocianina (LEE et al.,
2005).

Também foram analisados os efeitos inibitorios de metabdlitos secretados
por cepas mutantes com delecdes importantes no T6SS. P. aeruginosa utiliza
trés sistemas de secrecédo do tipo VI (T6SS), trés grupos de genes T6SS (H1,
H2 e H3), para direcionar uma infinidade de proteinas efetoras para a célula alvo
(eucaridtica ou procariética). Envolve um conjunto de 13 proteinas principais que
se assemelham a cauda contratil de bacteriéfagos e cuja ponta € considerada
um dispositivo de perfuracéo (VgrGs), que ajuda a atravessar membranas. Uma
variedade de genes e outros efetores remotos sao pré-requisitos para que ocorra
a producdo e uma entrega bem sucedida das proteinas efetoras vinculadas a
esse sistema (MIKKELSEN; MCMULLAN; FILLOUX, 2011; WETTSTADT et al.,
2019).

Cepas mutantes para T6SS, incluindo duplo e triplo mutantes, também
foram avaliadas quanto ao poder inibitério sobre as leveduras de C. gattii. Foram
avaliados produtos secretados pela cepa parental PAOl e suas mutantes
PAO1AH1, PAO1AH2, PAO1AHS, PAO1AH1AH2, PAO1AH1AHS,
PAO1AH2AH3, PAO1AH1AH2AH3, todas apresentando delecdes relacionadas
ao T6SS; e a cepa parental PA14 e suas mutantes PA14ApscN,
PA14ApscNAH2, PA14ApscNAvgrGl4rhsi4, apresentando delecoes
relacionadas ao T6SS e todas mutadas no T3SS, com delecéo no gene pscN e,

consequentemente, com o efeito citotoxico de ExoS abolido. O sistema T3SS
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utiliza ATPases para a translocacéo de proteinas efetoras do complexo proteico,
em forma de agulha, para injetar suas exotoxinas nas células hospedeiras
eucaridticas. PscN atua como uma ATPase de fundamental importancia para a
manutencdao e funcionalidade desse sistema (HALDER; ROY; DATTA, 2019)

Mais uma vez, as cepas analisadas secretaram no meio extracelular,
durante o cultivo, substancias com atividade inibitoria sobre o crescimento das
cepas de C. gattii (L27/01), mostrando halos de inibi¢éo limpidos e bem definidos

(figura 15), independente das delecGes génicas em T6SS e T3SS.

Figura 15: Atividade antagonista de metabdlitos secretados por diferentes cepas
mutantes de P. aeruginosa, comparativamente as suas cepas parenteais: (PAO1 -
PAO1AH1, PAO1AH2, PAO1AH3, PAO1AH1AH2, PAO1AH1AH3, PAO1AH2AH3,
PAO1AH1AH2AH3) e (PA14 - PA14ApscN, PA14ApscNAH2,
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PA14ApscNAvgrG14rhsl4). Os halos limpidos formados mostram zonas de inibicdo do
crescimento de C. gattii (L27/01).

E interessante observar que, como exposto por Mikkelsen, McMullan e
Filloux, 2011, PA14 é uma cepa altamente virulenta que causa doencas em uma
ampla gama de organismos, enquanto PAO1 é considerada moderadamente
virulenta. E embora o PA14 possua ilhas de patogenicidade ausentes em PAO1,
a presenca ou auséncia de agrupamentos de genes especificos ndo € preditiva
de viruléncia (MIKKELSEN; MCMULLAN; FILLOUX, 2011).

Assim, como exposto por Crousilles e colaboradores, 2015, apesar do
grande arsenal gendmico que permite a producdo de inumeros fatores de
viruléncia, “P. aeruginosa ndo € um patdgeno profissional e precisa se adaptar
ao ambiente hospedeiro para sobreviver’. Andlises comparativas de RNASeq
(transcriptoma - quantificando o0s niveis de transcricdo) e TnSeq
(sequenciamento de Transposons - avaliando a contribuicdo dos genes
especificos para fitness in vivo) revelou que havia baixa correlacdo entre a
abundancia de transcritos e a contribuicdo do gene correspondente, mostrando
qgue P. aeruginosa é capaz de ajustar suas vias metabdlicas durante a infeccéo
para se adaptar ao conjunto de nutrientes e oferta de oxigénio disponiveis no
hospedeiro ou meio ambiente, dessa forma, nem todos os tipos de infeccdo
provocam 0S mesmos requisitos metabdlicos em P. aeruginosa (CROUSILLES
et al., 2015).

Além da técnica spot on the lawn, também foi realizado o cultivo de C.
gattii L27/01 em sobrenadantes de culturas de diferentes cepas de P. aeruginosa
(Pa—ATCC27853, PAO1, PAK e PA103). Embora haja limitacbes nessa técnica,
impostas pela ampla gama de metabdlitos secretados que poderiam perder a
viabilidade quando no meio extracelular, como por exemplo, a acdo de proteases
da propria bactéria que poderiam inibir exotoxinas, o crescimento de Cg foi
inibido quando cultivado nesses sobrenadantes e comparados com os controles
— meio BHI e BHI acrescido de salina (figura 16(A)). Além disso, a literatura nos
informa que a expressédo e secre¢ao de ExoS e ExoU, importantes exotoxinas,
ocorrem apenas mediante contato da bactéria com a célula hospedeira ou, in

vitro, quando ocorre uma deficiéncia expressiva de célcio no meio de cultura, o
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que foi possivel na técnica de spot on the lawn, com a adi¢do de quelantes de
calcio, mas nao ocorreu no crescimento de Cg nos sobrenadantes de cultura P.
aeruginosa. E interessante observar que os metabolitos secretados por PA103
nao produziram um efeito expressivo na inibicdo de Cg, entretanto, essa mesma
cepa, quando inoculada em animais, apresentou um perfil de viruléncia diferente
das demais cepas. A andlise de sobrevida foi realizada com um inéculo de 10°
UFC de cada cepa (Pa — ATCC27853, PAO1, PAK e PA103) e administradas
por via intranasal em camundongos BALB/c (figura 16(B)). A cepa PA103
desencadeou um quadro de pneumonia grave poucas horas ap0s a inoculacao,
levando os animais a 6bito em menos de 24 horas, ja as outras cepas, com
concentracdes dos indculos semelhantes, apresentaram um quadro clinico mais
atenuado, com piloerecdo, encurvamento de dorso e hiperventilacao,
restabelecendo a normalidade em torno de 3 a 4 dias, ndo tendo sido registrados
Obitos até 20 dias pds-infecgéo (figura 16(B)).

In vitro In vivo
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Figura 16: Crescimento de C. gattii em sobrenadantes de culturas de diferentes cepas
de P. aeruginosa (Pa — ATCC27853, PAOl, PAK e PA103) e Sobrevida de
camundongos infectados com diferentes cepas de P. aeruginosa. (A) Cultivo de C. gattii
L27/01 em sobrenadantes de culturas de diferentes cepas de P. aeruginosa (Pa —
ATCC27853, PAO1, PAK e PA103) — One Way ANOVA - Newman-Keuls multiple
comparisons test ‘p<0,05. (B) Sobrevida de camundongos infectados com 10° UFC de
Pa-ATCC27853, PAK, PAO1 e PA103. Grupo que recebeu PA103 foi a ébito dentro das
24 horas apoés inoculagcdo. Os grupos que receberam as demais cepas apresentaram

sinais caracteristicos doenca com melhora a partir de 3-4 dias, evoluindo para total
recuperacao.
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5.1.3 Atividade inibitéria da piocianina secretada por P. aeruginosa contra

Cryptococcus

Como ja exposto anteriormente, a piocianina (PCN) é uma fenazina,
secretada por P. aeruginosa (Pa), responsavel por dar ao meio de cultura uma
colaracéo azul esverdeada. E um composto redox ativo, capaz de aceitar e doar
elétrons, e pode facilmente atravessar membranas bioldgicas. Muitos estudos
mostraram que esse fator de viruléncia contribui significativamente para a
patogénese da fibrose cistica (FC) e de outras bronquiectasias de pacientes
infectados por Pa. A PCN é considerada um dos fatores de viruléncia mais
importante, tanto que alguns estudos mostraram que a administracdo dessa
toxina purificada nas vias respiratdrias de camundongos, por longos periodos,
pode causar um fenétipo pulmonar semelhante ao observado na FC. Além disso,
essa toxina possui um enorme potencial de aplicacdo em biotecnologia, sendo
capaz de degradar hidrocarbonetos, inclusive contaminantes ambientais
(ABDUL-HUSSEIN; ATIA, 2016; LAU et al., 2004; RADA; LETO, 2013).

Assim, foi interessante avaliar o efeito dessa toxina sobre Cryptococcus.
Primeiro foi realizado um ensaio de microdiluicdo para detectar os valores da
concentracgdo inibitdria minima (CIM) e da concentracao fungicida minima (CFM)
da Piocianina® (Sigma-Aldrich). Foi observado um valor de CIM de 32 pg/mL para
C. gatti L27/01 e C. neoformans H99 e CIM de 64 pug/mL para C. gattii R265. Os
valores referentes as CFM foram de 128 ou maior que 128 pg/mL para C. gatti
L27/01 e C. neoformans H99, respectivamente, e CFM maior que 256 pg/mL
para C. gattii R265 (figura 17 A).

A partir dos valores de CIM obtidos, foram realizadas curvas de
crescimento de Cryptococcus na presenca de 6,4 pg/mL de PCN. Esse ensaio
teve como objetivo avaliar a suceptibilidade de Cryptococcus na presenca de
concentragcdes subinibitérias de PCN. De fato, a PCN apresentou um poder
inibitdério muito interessante frente as cepas analisadas, ressaltando a

importancia desse fator de viruléncia de Pa (figura 17 B, C e D).
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Linhagem Pioacianina
CIM (ug/mL) CFM (pg/mL)
Cryptococcus gattii L27/01 32 128
Cryptococcus neoformans H99 32 > 128
Cryptococcus gattii R265 64 > 256
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Figura 17: Atividade inibitéria da Piocianina® - extraida de P. aeruginosa e
comercializada por Sigma-Aldrich - frente a trés diferentes cepas de Cryptococcus. Os
ensaios foram realizados em meio RPMI, com inéculo inicial de 10* leveduras por pogo.
(A) Detreminacédo da concentragdo inibitéria minima (CIM - pg/mL) e da concentracdo
fungicida minima (CFM - ug/mL) de piocianina frente a C. gattii (L27/01 e R265) e frente
a C. neoformans (H99).

(B), (C) e (D) - Curva de crescimento de C. gattii (L27/01(B) e R265(C)) e de C.
neoformans (H99(D)) frente a uma concentracdo subinibitéria de 6,4 pg/mL de
piocianina (10 vezes inferior a concentracao obtida no CIM para C. gattii (L27/01)).

5.2 Analise de sobrevida de camundongos infectados com Pa (ATCC27853)

A partir das observacgoes in vitro, foram iniciados os experimentos in vivo,
para avaliar a influéncia da infeccdo bacteriana (Pa) no desenvolvimento e
progressao da criptococose causada por C. gattii (Cg). Inicialmente, foi realizada
a infeccdo dos animais com inbculos variaveis de Pa, tendo como objetivo
padronizar um inéculo ndo letal, mas capaz de desencadear a doenca, no caso
a pneumonia. Para isso, foram testados trés indculos de Pa, nas concentracdes
de 10°, 107 e 10° UFC. Avaliando-se a mortalidade dos animais, observou-se
que os inéculos de 10° e 107 promoveram uma pneumonia aguda e fulminante,
levando os camundongos a 6bito em menos de 24 horas apos inoculacao (Figura
18 (A)).
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Ja com o in6culo de 10° UFC, os animais ficaram doentes, com sintomas
cldssicos de pneumonia, apresentando piloerecdo, hiperventilacéo,
encurvamento de dorso e perda de peso, entretanto, apresentaram melhora nos
parametros observados apoés 3-4 dias de infeccdo. A variacdo de peso pode ser

evidenciada na figura 18 (B), que mostra uma reducéo em torno de 10% do peso
e recuperagao a partir do quarto dia.

Dessa forma, o inéculo de 10° UFC foi escolhido como ideal para
seguimento dos demais experimentos, pois promoveu o adoecimento dos
animais, mas nao foi letal. Os animais conseguiram recuperar e tiveram uma

sobrevida compativel com os camundongos néo infectados (Figura 18 A e B).
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Figura 18: Sobrevida e morbidade de camundongos infectados com inéculos variaveis
(10°, 107 e 10° UFC) de Pa. (A) Sobrevida de camundongos infectados com in6culos
variaveis de Pa. Os animais inoculados com 10° e 10" UFC foram a ébito dentro das 24
horas ap6s inoculacéo. O in6culo de 10° UFC causou sinais acentuados da doenca com
melhora a partir de 3-4 dias, evoluindo para total recuperacgéo. (B) Variagdo de peso de
animais infectados com 10° UFC de Pa. Animais apresentaram reducdo em torno de

10% e recuperagéo a partir de 3-4 dias. NI: Nao infectado. Pa: Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853.

5.3 Cinética de eliminacéo de P. aeruginosa (Pa)

A cinética de eliminacdo da bactéria foi avaliada com o objetivo de
identificar um tempo ideal para realizacéo da coinfec¢do. Na eutandsia realizada
24 horas apos a infeccéo, Pa foi recuperada no lavado broncoalveolar (LBA), nos
pulmdes, coracao e timo (figura 19 (A), (B) (C) e (D)). Apdés 3 e 6 dias da
administracao, houve recuperacéo de Pa apenas nos pulmdes, ocorrendo uma

reducdo da carga bacteriana (UFC) nesse 6rgdo com o passar dos dias (figura
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19 (B)). Apos 10 e 15 dias, ndo houve recuperacdo de carga bacteriana em
nenhum dos 6rgéos analisados. N&o foram recuperados UFC de bactérias nos
cérebros em todos os dias avaliados.

Também foi realizada a andlise do perfil de recrutamento celular no LBA,
em que foi possivel observar uma mudanca no perfil de células ao longo dos
dias. No primeiro dia apos inoculacéo (1 DPI) foi observado uma predominancia
de neutréfilos. Em 3 DPI, houve um equilibrio entre neutréfilos e células
mononucleadas. Em 6 DPI e 10 DPI houve predominancia de células
mononucleadas, com muitos linfocitos reativos e macrofagos alveolares

esponjosos (figura 19 (E) e (E1)).

O perfil celular 15 DPI apresentou um menor recrutamento de células com
predominio de células epiteliais, raros linfocitos e macréfagos alveolares que séo
tipicamente encontrados em condi¢cdes normais (grupo NI), mostrando uma total

eliminacdo do processo inflamatdrio e retorno a normalidade (figura 19 (E) e

(E1)).
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Figura 19: Cinética de eliminacdo bacteriana em érgdos de camundongos infectados via
intranasal com 10° UFC de P. aeruginosa (Pa) e sacrificados 1, 3, 6, 10 e 15 DPI. (A)
LBA, (B) pulméo, (C) coracdo e (D) timo. ND: ndo detectado. (B) Pulmao: ANOVA /
Tukey's multiple comparisons test: *p<0,05 *diferencas estatisticas quando comparados
1DPIx3DPI e 1DPIX6DPI. (E) Perfil de recrutamento celular no LBA (lavado bronco
alveolar), em valores absolutos — células/mL LBA, nos dias pés inoculacdo. Multiple t
tests: *diferencgas estatisticas quando comparados com o grupo NI - valores de células
mononucleadas e neutréfilos respectivamente. (E1) Perfil de recrutamento celular no
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LBA, contagem diferencial — valores percentuais de células mononucleadas e
neutrdéfilos. DPI: Dias ap6s inoculacao.

A partir desta andlise, e comparando com os resultados obtidos na analise
de sobrevida com diferentes inéculos, o terceiro dia ap0s a inoculacdo de Pa
(3DPI) apresentou caracteristicas interessantes para a avaliagdo da coinfeccdo
de Pa e Cg, considerando os sinais clinicos amenizados, o que favoreceu a
inoculacao por via intratraqueal do fungo e, presenca de Pa nos pulmdes. Assim,
3 DPI foi escolhido como o dia para a inoculacao de C. gattii, formando o grupo
Pa+Cg, grupo que recebeu a bactéria 3 dias antes da inocula¢géo do fungo. Da
mesma forma, também foi formado o grupo Cg+Pa, grupo que recebeu a bactéria

3 dias ap6s a inoculacao de Cg L27/01.

5.4 Andlise de sobrevida dos animais coinfectados e analise comportamental
(SHIRPA)

Os animais foram infectados com a 10° UFC de Pa, 3 dias antes ou 3 dias
apos infeccdo com 10* leveduras viaveis de C. gattii, e foram acompanhados
diariamente para avaliacdo da morbidade (protocolo SHIRPA) e construgcéao de

uma curva de sobrevida para avaliar a mortalidade.

Os animais infectados somente com a bactéria (Pa) ndo sucumbiram a
infeccdo, apresentando perda de peso imediatamente apds inoculacdo da
bactéria, mas com rpida recuperacdo, em torno de 3 a 4 dias (figura 20 (A) e
(B)). Os animais infectados somente com C. gattii (Cg), tiveram uma média de
sobrevida de 26 dias, enquanto o grupo de animais que recebeu a bactéria 3
dias antes (Pa+Cg) apresentou uma média de sobrevida de 32 dias, sendo 6
dias a mais (p< 0,0001) que os grupos (Cg) e (Cg+Pa). O grupo de animais que
recebeu a bactéria 3 dias ap0s a inoculacdo do fungo apresentou uma média de
sobrevida de 25 dias, sem diferencas significativas quando comparado ao grupo
(Co) (figura 20 (A)).

Observou-se que as manifestacdes iniciais da criptococose, como
piloerecao e hiperventilacdo, ocorreram acompanhadas com o inicio da perda de

peso, o que pode ser visualizado no gréafico de variacdo de peso (figura 20 (B)).
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Nos grupos Cg e Cg+Pa a perda de peso e os sinais clinicos da doenca foram
manifestados a partir do 15° ao 18° dia. O grupo Pa+Cg manifestou esses sinais
iniciais a partir do 23° dia.

O atraso na letalidade observado no grupo Pa+Cg (figura 20 (A)) foi
acompanhado com uma reducdo de morbidade, que mostrou melhoras
significativas nos cinco parametros avaliados no protocolo SHIRPA, quando
comparados com os grupos infectados somente com Cg e com o grupo Cg+Pa
(figura 20 (C - I, I, 11, IV, V)).

O atraso na letalidade foi simultineo com um atraso na evolucdo dos
sintomas, os animais do grupo Pa+Cg demoraram mais tempo para apresentar
alteracdes clinicas significativas como perda de forca e ténus muscular,
comprometimento do comportamento motor, alteragdes das funcdes autbnomas
e sensoriais e comprometimento do SNC (estado neuropsiquiatrico). Essas
observacdes chamaram a atencao pela possibilidade da infeccéo prévia por Pa
promover uma modulacdo da resposta do hospedeiro, gerando um atraso na
progresséao da criptococose, ou até mesmo uma inibicdo de Cg por Pa no inicio
da infeccdo, alterando inclusive o processo de coloniza¢cdo do fungo, o que
poderia justificar a demora no desenvolvimento do processo infeccioso de Cg e,
consequentemente, o0 atraso na letalidade. Assim, as proximas condutas foram
direcionadas para compreender essa relacao estabelecida entre Pa X Cg in vivo

e as implicacdes da resposta do hospedeiro nesse processo.

108



NI

Sobrevida (%)

Cg
Cg + Pa
Pa + Cg#
70 T T T T T T 1
-4 4 12 20 28 36 44 52
Dias ap6s inoculacdo de Cg Dias apés inoculagéo
Q) (1 (1
R Comportamento Motor Funcdo Auténoma
20000 TONUS e Forca Muscular 50000 40000
B B T 0 ]
° © 40000 S
& 15000 @ & 300001
) o 2
g < 300004 g #
= - # = >
3 10000 # 3 N 3 200004
« 7 © 20000 «
Qo Qo _g
o o
© 5000 @ © 100001
« © 10000 o
e e e
< < <
0= 0 T 0 T
N N N\
AR SR A L SR T SR b ®
x x
& Q% < R® [
(V) (V)
iquiatri Funcédo e Reflexo Sensorial
400001 Estado Neuropsiquiatrico 25000 - 4
0 0
2 = -
S S 200001
@ 300004 S
2L 2L
g < 15000
> 200004 S
o # o
© * © 10000
Qo e
o o
x 10000 4 «
3 S 5000
< <
0= 0 T
N
SR S .
>
R QT

Figura 20: Morbimortalidade e avaliacdo do perfil comportamental dos animais
(protocolo SHIRPA) infectados com Cg ou coinfectados com PA. (A) Curva de sobrevida
de camundongos infectados via intratraqueal com 10 células viaveis de Cg e/ou
infectados via intranasal com 10° células viaveis de Pa - 3 antes dias antes e 3 dias apés
inoculagdo de Cg. #p<0,0001- diferenca estatistica em relacdo ao grupo Cg usando
Long rank test. (B) Curva de variacdo de peso dos animais, valores percentuais. (C) A
avaliacao do perfil comportamental dos animais realizada através do protocolo SHIRPA,
resultados encontrados por analise da area sob a curva das cinco categorias funcionais
do escore de gréficos obtidos com o protocolo SHIRPA. (I) Ténus e forca muscular; (I1)
Comportamento motor; (lll) Funcdo autdbnoma; (IV) Estado neuropsiquiatrico; (V)
Funcédo e reflexo sensorial. ANOVA / Tukey's multiple comparisons test: # p<0.001
(diferenga estatistica quando comparado ao grupo Cg e Cg+Pa); * p<0.0001 (diferenca
estatistica quando comparado ao grupo NI). NI: N&o infectado; Pa: grupo infectado com
P. aeruginosa; Cg: grupo infectado com C. gattii; Pa+Cg: grupo infectado com P.
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aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C. gattii; Cg+Pa: grupo infectado com P.
aeruginosa 3 dias ap6s a infec¢cdo com C. gattii.

5.5 Quantificacdo da carga fungica em orgaos alvos (pulméao, cérebro e LBA) -

Avaliacao do perfil de células no LBA - Histopatologia

Foi realizada a andlise de carga fungica nos pulmdes, cérebros e LBA dos
animais coinfectados, avaliando diferentes periodos da coinfeccdo. Os grupos
de animais foram eutanasiados em diferentes tempos, 1dia, 10 e 18 dias apos
inoculacdo de Cg (grupos Cgld e Pa+Cgld; Cgl0d, Pa+Cgl0d e Cgl8d,
Pa+Cg18d). O grupo coinfectado Cg+Pa foi analisado apenas o décimo dia apés

inoculacao de Cg.

As analises relativas aos grupos eutanasiados um dia apds a inoculacdo
de Cg mostraram que a fase inicial da coinfeccéo foi de fato primordial para
explicar o atraso da transmigracdo para o SNC e, consequentemente, 0 atraso
da letalidade observados no grupo Pa+Cg. Nesse grupo, Pa+Cg 1d, foi
observado uma reducéo de carga fangica significativa nos pulmdes (figura 21 A),
sugerindo que embora ambos os grupos (Cg e Pa+Cg) tenham recebido o
mesmo indculo, o grupo Pa+Cg inicia o processo de infeccdo com menor carga

fungica que o grupo Cg.

A eutanasia dos animais no décimo dia de coinfecgdo, revelou uma
reducao significativa na carga fangica recuperada nos pulmdes e nos LBAs dos
animais pertencentes ao grupo que recebeu a bactéria antes (Pa+Cg), quando
comparados com os grupos Cg e Cg+Pa (figura 21 (A) e (C)). Com relacédo a
carga fungica no cérebro, houve recuperacao no tecido cerebral dos grupos Cg
e Cg+Pa. Esses dados demonstram que ocorreu transmigracao do fungo para o
SNC nesses grupos, antes mesmo da apresentacdo dos sinais clinicos
caracteristicos da criptococose. No grupo Pa+Cg, além da carga fungica
reduzida nos pulmdes e LBA, no cérebro so6 foi possivel recuperacéo de carga
fungica quando analisado volume de amostra quatro vezes maior gue nos grupos
Cg e Cg+Pa, e em apenas 40% dos animais analisados, média que se manteve

em todos os experimentos realizados (figura 21 (C)).
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O 18° dia foi escolhido por representar o tempo em que o grupo Cg
manifestou sintomas clinicos mais graves, com expressiva perda de peso e
hiperventilacdo. Entretanto, nesse periodo, ndo foram observadas diferengas
significativas nas cargas fungicas recuperadas nos pulmdes e nos LBAs dos
animais coinfectados (Pa+Cg), quando comparados com o grupo Cg (figura 21
(A) e (C)). Porém, o grupo Pa+Cgl8d apresentou carga fungica no tecido
cerebral inferior ao grupo Cg18d (figura 21 (B)), corroborando com as analises
realizadas no décimo dia apos inoculacdo de Cg, mostrando que a infeccao
primaria por Pa promoveu uma contencdo do fungo, dificultando, atrasando,

mesmo que temporariamente, a transmigracao do fungo para o SNC.

A analise de recrutamento celular do LBA mostrou diferentes perfis entre

0s grupos analisados (figura 21 (D) e (D1)).

No primeiro dia apos inoculacdo de Cg, o LBA do grupo Cg apresentou
aumento de células mononucleadas, quando comparado ao grupo NI, mas com
relacdo aos neutrofilos, nao houve diferencas significativas. Entretanto, o grupo
Pa+Cg apresentou aumento expressivos dessas células, tanto em comparacao

ao grupo NI, guanto ao grupo Cqg (figura 21 D e D1).

Os LBAs dos animais do grupo Pa+Cg apresentaram no décimo dia apés
inoculagdo de Cg um perfil celular diferente, com predominio de células
mononucleadas reativas, enquanto os grupos Cg e Cg+Pa apresentaram
predominio de neutrdfilos. Ja no 18° dia, Cg e Pa+Cg apresentaram predominio
de neutrofilos no LBA (figura 21 D e D1).
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Figura 21: Mensuragdo da carga fungica nos 6rgaos alvos — pulmdes (A), cérebro (B) e
LBA (C) de camundongos coinfectados, com 10° UFC de Pa via intranasal e 10*
leveduras viaveis de Cg, via intratraqueal, e eutanasiados apoés 1 dia (1d), 10 dias (10d)
e 18 dias (18d) apoés a inoculacao de Cg. ANOVA / Tukey's multiple comparisons test: #
- diferenca estatistica quando comparados os grupos Cg X Pa+Cg nos respectivos dias.
(D) Perfil de recrutamento celular no LBA, em nimeros absolutos — células/mL LBA, nos
dias po6s inoculacdo. Multiple t tests: * diferencas estatisticas quando comparados com
o grupo NI; # diferencas estatisticas quando comparados os grupos Cg X Pa+Cg. (D1)
Perfil de recrutamento celular no LBA, contagem diferencial — valores percentuais de
mononucleados e neutrofilos. Pa: grupo infectado com P. aeruginosa. Cg: grupo
infectado com C. gattii; Pa+Cg: grupo infectado com P. aeruginosa 3 dias antes da
infeccdo com C. gattii; Cg+Pa: grupo infectado com P. aeruginosa 3 dias ap6és a infeccao
com C. gattii.
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O mesmo perfil foi observado na analise histopatologica dos pulmdes, em
que foram avaliados o processo inflamatério e a presenca do fungo no tecido
pulmonar 10 dias apoés a infeccdo com Cg (figura 22).

Os seguintes parametros inflamatorios foram avaliados: arquitetura
pulmonar (danos no tecido pulmonar), presenca de infiltrado inflamatorio
(perivascular, peribronquial, alveolar e intersticial) e presenca de hemorragia e
necrose. Os parametros inflamatoérios avaliados foram classificados com escores
de 0 (ausente) a 5 (Difuso acentuado). Além disso, também foi avaliado a
presenca de células fungicas no tecido pulmonar, sendo classificadas com

escores de 0 (ausente) a 3 (Presente e acentuado).

Dessa forma, os exames histopatologicos dos pulm&es demonstraram
infiltrado inflamatdrio multifocal e intenso nos animais infectados somente com
Pa (escore 4). Este grupo infectado somente com a bactéria (Pa) foi eutanasiado
no terceiro dia apds inoculagdo da bactéria e representa a condi¢cao do tecido
pulmonar no dia 0, condicdo em que o fungo foi inoculado no grupo coinfectado
Pa+Cg (figura 22 II). Os demais grupos foram eutanasiados no décimo dia apés

inoculacao de Cg.

No grupo infectado com Cg foi possivel observar numerosas leveduras de
C. gattii nos alvéolos e nas ramificagcdes broncoalveolares (escore 3), além de
infiltrado inflamatoério multifocal (escore 3) (figura 22 1ll). O grupo Cg+Pa
apresentou reducao no numero de leveduras, com reducdo do escore para 2,
gquando comparado ao grupo Cg, entretanto apresentou infiltrado inflamatorio
difuso e acentuado (escore 5) (figura 22 V). O grupo Pa+Cg apresentou reducéo
em todos os parametros analisados, quando comparado ao grupo Cg, com
presenca discreta de leveduras (escore 1) e infiltrado inflamatério multifocal
(escore 3) (figura 22 1V).

A histopatologia do cérebro também foi realizada para 0 mesmo tempo de
infeccdo (10 dias apo6s inoculacdo de C. gattii), porém nenhuma alteracéo

histopatoldgica foi identificada nos grupos avaliados (dados ndo mostrados).
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Figura 22: Andlise histopatol6gica dos pulmdes de camundongos coinfectados, com 10°
UFC de Pa via intranasal e 10* leveduras viaveis de Cg via intratraqueal. Os animais
foram eutanasiados apds dez dias de inoculacao de C. gattii e os pulmdes recuperados,
apenas o grupo Pa (Il) foi eutanasiado 3 dias ap6és inoculacdo da bactéria. As secdes
histolégicas dos pulmdes foram coradas com HE e visualizadas a uma amplificacao de
100 e 200 X, foram avaliados pelo menos 10 campos por lamina. A seta em Cg ()
indica a presenca de leveduras dentro dos alvéolos, visualizadas como estruturas
esféricas ou ovaladas, formando conglomerados, que induzem deformacao anatdmica
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dos alvéolos (escore 3). Essas leveduras também podem ser observadas, em menor
namero nos grupos Cg+Pa (V) (escore 2) e Pa+Cg (IV) (escore 1). A presenca de
infiltrado inflamatdrio (perivascular, peribronquial, alveolar, intersticial, hemorragia e
necrose) pode ser observada nos grupos Pa (escore 4), Cg (escore 3), Cg+Pa (escore
5) e Pa+Cg (escore 3). NI (I) apresentou escore 0 para inflamacao e auséncia de fungo.
(I) NI: ndo infectado; (1) Pa: grupo infectado somente com P. aeruginosa e eutanasiado
3 dias ap6s inoculacdo de Pa; (lll) Cg: grupo infectado com C. gattii; (IV) Pa+Cg: grupo
infectado com P. aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C. gattii; (V) Cg+Pa: grupo
infectado com P. aeruginosa 3 dias ap6s a infeccdo com C. gattii. Escores inflamacao:
O=Ausente; 1=F (Focal); 2=FE (Focalmente Extenso); 3=M (Multifocal); 4=MC
(Multifocal a Coalescente); 5=D (Difuso acentuado). Escores leveduras fungicas:
0=Ausente; 1=Discreto; 2=Moderado; 3=Acentuado.

5.6 Analise de sobrevida dos animais coinfectados com Pa inativada pelo calor

(HK: Heat Killed) e com Pa em diferentes dias antes da infec¢cdo com C. gattii

Foi realizada a coinfeccdo com a bactéria inativada pelo calor (heat killed-
HK) para avaliar a possibilidade de componentes de parede celular da bactéria
deflagrarem uma resposta imune nos animais e, de forma semelhante, promover
um atraso na letalidade. Assim, os animais foram infectados com 10° UFC de Pa
HK (células inviaveis) 3 dias antes e 3 dias apés infeccdo com 104 leveduras
viaveis de C. gattii (grupos PaHK+Cg e Cg+PaHK respectivamente), e foram
acompanhados diariamente, para a construcdo de uma curva de sobrevida e
avaliacdo da mortalidade (figura 23 A (I)). Outra forma de andlise realizada foi a
coinfeccdo com PaHK e Cg, mas com Cg sendo inoculado 5 horas apos a
inoculacdo de PaHK, também nas mesmas concentracfes de indculos, sendo
10° UFC de Pa HK (células inviaveis) via intranasal e, apés 5 horas, foi inoculado

10* leveduras viaveis de C. gattii por via intratraqueal (figura 23 A (I1)).

Nas duas formas de coinfeccéo analisadas (figura 23 A (1) e (1)), os grupos
coinfectados com Pa HK (PaHK+Cg) n&o apresentaram diferencas significativas
em relacdo ao tempo de sobrevida comparativamente ao grupo infectado
somente com o fungo (Cg).

Entretanto, o atraso na letalidade, a reducdo da morbidade e a reducéo
da carga fungica em orgaos alvos detectados nos animais do grupo Pa+Cg
mostraram que a inoculacdo de Pa trés dias antes da chegada de Cg nos
pulmdes consisitiu hum fator protetivo, retardando a progresséao da criptococose,

0 que despertou o interesse para analisar um intervalo de dias em que a
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presenca ou os efeitos de Pa nos pulmdes poderiam de forma semelhante
retardar o desenvolvimento da doenca fangica. Assim, os animais foram
coinfectados com Pa nos dias -1, -3, -6, -15 e -80 dias antes da infec¢&o por Cg
(DAI) (figura 23 B). Os grupos Pa+Cg -1d e -3d apresentaram média de
sobrevida significativamente maior que o grupo Cg (29, 29,5 e 23 dias,
respectivamente), o que representa quase uma semana no atraso da letalidade
dos animais coinfectados. J& os animais coinfectados -6, -15, e -80 DAl néo
apresentaram alteracao significativa na sobrevida comparativamente ao grupo
Cg (figura 23 B)).

Assim, por meio dessas analises de sobrevidas (figuras 23 (A) e (B)), foi
possivel observar que a presenca da bactéria nos pulmdes (detectadas nos dias
1 e 3 DPI —figura 19 A) foi de extrema importancia para a promoc¢ao do atraso
na letalidade. Além disso, para que esse efeito ocorresse, foi importante a
viabilidade das células bacterianas, Pa precisava estar presente, mesmo que em
pequenas concentracdes e com metabolismo ativo (células viaveis). Além disso,
foi importante considerar que o hospedeiro apresentava imunidade inata em
ampla atividade, como visto na andlise histopatolégica, grupo Pa 3DPI com
intenso infiltrado inflamatério (figura 22 (1)) e nos perfis de células do LBA, com
aumento expressivo de células mononucleadas reativas e neutrofilos (figuras 19
E e E1).
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Figura 23: Curvas de Saobrevidas.

A)

B)

() - Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10*
células viaveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 10° células inviaveis de
Pa (inativadas pelo calor — Heat killed (HK)). PaHK: grupo infectado com P.
aeruginosa HK. Cg: grupo infectado com C. gattii; PaHK+Cq: grupo infectado
com P. aeruginosa HK 3 dias antes da infeccdo com C. gattii; Cg+PaHK: grupo
infectado com P. aeruginosa HK 3 dias apds a infeccdo com C. gattii.

() - Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10*
células viaveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 10° células inviaveis de
Pa (inativadas pelo calor — Heat killed (HK)). PaHK: grupo infectado com P.
aeruginosa HK. Cg: grupo infectado com C. gattii; PaHK+Cqg: grupo infectado
com P. aeruginosa HK 5 horas antes da infeccdo com C. gattii.

Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10*
células viaveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 10° células viaveis de
Pa -1, -3, -6, -15 e -80 dias antes de Cg. # p< 0,001 e * p< 0,01- diferenca
estatistica em relagdo ao grupo Cg usando Long rank test. NI: N&o infectado;
Cg: grupo infectado com C. gattii; Pa+Cg -1d: grupo infectado com P. aeruginosa
1 dia antes da infeccdo com C. gattii; Pa+Cg -3d: grupo infectado com P.
aeruginosa 3 dias antes da infecgdo com C. gattii; Pa+Cg -6d: grupo infectado
com P. aeruginosa 6 dias antes da infeccdo com C. gattii. Pa+Cg -15d: grupo
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infectado com P. aeruginosa 15 dias antes da infeccdo com C. gattii; Pa+Cg -
80d: grupo infectado com P. aeruginosa 80 dias antes da infec¢do com C. gattii.

5.7 Determinacado in vitro da influéncia de P. aeruginosa (ATCC-27853) na
fagocitose de C. gattii (L27/01) por macrofagos derivados de medula 6ssea -
Ensaios de fagocitose, proliferacao intracelular (IPR) e quantificacdo do estresse
oxidativo (ROS, PRN)

Cryptococcus € considerado um patdégeno intracelular facultativo,
podendo sobreviver e se replicar no ambiente extracelular dos espacos
alveolares ou no interior de macrofagos e neutréfilos. Assim, para sobreviver no
meio extracelular, esse fungo desenvolveu diferentes estratégias para evitar a
internalizacdo por células fagociticas, destacando-se a capsula polissacaridica
com suas proteinas antifagociticas. Entretanto, os macréfagos alveolares e
neutroéfilos representam a primeira linha de defesa contra esse microrganismo,
podendo resultar na morte do patégeno ou na replicacdo intracelular,
determinando inclusive o grau de infec¢do, produzindo uma pneumonia
localizada, uma doenca disseminada grave ou, até mesmo um estado de
laténcia. Os diferentes resultados possiveis apds o engolfamento de leveduras
mostram uma espetacular habilidade desse microorganismo em manipular o
sistema imune do hospedeiro e utilizar macréfagos, uma poderosa célula de
defesa, como mecanismo de evasdao e como principal mecanismo de
disseminagédo para o SNC, onde provoca a forma mais grave da doenca, a
meningoencefalite (ESHER; ZARAGOZA; ALSPAUGH, 2018; GARCIA-RODAS;
ZARAGOZA, 2012; WAGER et al., 2016).

Diante dessas consideragfes, avaliar a interagdo estabelecida com
macrofagos ja estimulados por contato prévio com P. aeruginosa foi de extrema
importancia para compreender um dos possiveis mecanismos envolvidos no
atraso da progressao da criptococose observado no grupo coinfectado Pa+Cg.
Assim, foi realizado o ensaio de fagocitose, avaliando o indice fagocitico das
leveduras (figuras 24 (A), o indice de proliferacdo intracelular das leveduras (IPR)

(figuras 24 (C) e (D)) e o efeito sobre o estresse oxidativo desses macréfagos,
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representado pela producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(PRN) (figuras 24 (E) e (F)).

Nesse trabalho foram usados macrofagos derivados de medula éssea
(BMDM). Essas células representam um sistema aplicavel para o estudo de
fagocitose, apresentacdo de antigenos, producdo de citocinas e migracdo em
culturas de células, sendo um protocolo ja bem padronizado pelo grupo
(WEISCHENFELDT; PORSE, 2008). Os tempos de interacdo analisados foram
de 30 minutos apds inoculacdo de P. aeruginosa e de 3 e 6 horas para C. gattii,

que foram inoculados nos pocos em duas condic¢des distintas: 1°) apos lavagem

e retirada de Pa (grupo PasomintCq) e 2°) na presenca de Pa, a bactéria ndo foi

retirada dos pocos (grupo Pa+Cqg); estabelecendo em ambos 0s casos uma

propor¢do (MOI - multiplicity of infection) de 1:1 (1 célula:1 levedura).

Dessa forma, a analise do indice fagocitico mostrou uma fagocitose da
levedura significativamente menor nos grupos Pasomin+Cg e Pa+Cg, em relacdo
ao grupo Cg, nos tempos analisados (figura 24 (A)). Entretanto, nesses grupos
(PasomintCg e Pa+Cg) também foi observado uma quantidade significativamente
maior de leveduras aderidas a superficie dos macréfagos em relacdo ao grupo
Cg (figura 24 (B)). Na figura 24 (Al) observa-se macrofagos com leveduras
internalizadas, perfil encontrado no grupo Cg; ja o perfil visualizado na figura 24
(B1) ilustra campos comumente encontrados nos grupos PaszomintCg e Pa+Cqg,
em que é possivel observar macréfagos com leveduras internalizadas, porém ha
maior quantidade de leveduras aderidas na superficie extracelular dos
macréfagos, que parecem desenvolver invaginagdes em suas membranas,
entretanto, a maioria das leveduras permanecem no exterior, ndo foram

engolfadas.

A figura 24 (C) mostra um reduzido indice de proliferagao intracelular das
leveduras (IPR) recuperadas ap0s serem fagocitadas, sugerindo que o0s
macrofagos estimulados previamente pela bactéria (grupos PasomintCg €
Pa+Cg) apresentaram uma maior eficiéncia fungicida em relacdo aos
macréfagos do grupo Cg. A figura 24 (D) apresenta o somatorio das UFC
recuperadas no ambiente extracelular (sobrenadante) e intracelular (apos lise
dos macrofagos) em cada grupo analisado. Essa analise mostrou que no tempo
de 3 horas nao foram observadas diferencgas significativas entre os grupos e no
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tempo de 6 horas foi possivel observar reducédo de UFC nos grupos com a
presenca da bactéria (PasomintCg e Pa+Cg) em relacdo ao grupo Cg,
corroborando com os dados de IPR (figura 24 (C)) e, servindo como parametro
para validar a analise de IPR, mostrando que de fato houve uma maior eficiéncia
fungicida do macréfago e ndo um dado decorrente da menor fagocitose, além
disso, € importante relembrar que 0 processo de exposicdo aos microorganismos

foi diferente nos ensaios de fagocitose e IPR.

O estresse oxidativo dos macrofagos, caracterizado pela producdo de
enzimas (NADPH oxidases (do inglés - Nicotinamide Adenine Dinucleotide
Phosphate Oxidases) e espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (PRN)
representam um importante mecanismo pelo qual os macréfagos respondem aos
estimulos provocados pelos microorganismos, exercendo atividade microbicida
(FERRARI et al.,, 2011). As analises de ROS e PRN indicaram aumento
expressivo na producdo de ambas as espécies reativas no grupo estimulado com
Pa (grupos Pasomin € PasomintCg) em comparacao ao grupo Cg (figuras 24(E) e
(F)). Assim, pode-se inferir que a reducéo de carga fungica encontrada no grupo
Pasomin+tCg na analise de IPR, foi associada a maior producdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio promovidas pelo estimulo prévio com a bactéria,
o que levou a morte do fungo pelos macréfagos. Esse achado poderia explicar
a diferenca de carga fangica observada, in vivo, entre os grupos Pa+Cg e Cg e,
inclusive, explicar a menor taxa de transmigracao para o cérebro observada no
grupo Pa+Cg, em fases iniciais da infec¢cdo, uma vez que a literatura sugere que
0 mecanismo de “cavalo de tréia” seja a principal via de Cryptococcus para o
SNC (SANTIAGO-TIRADO et al., 2017b; SORRELL et al., 2016).

Com relagéo as andlises realizadas com a bactéria se mantendo presente
durante todo o tempo de incubacao (3 e 6 horas), também foi observado uma
reducdo do indice fagocitico (grupo Pa+Cg) quando comparado ao grupo Cg e
um aumento percentual no nimero de macréfagos com leveduras aderidas na
superficie (figuras 24 (A) e (B)). A figura 24 (C) mostra um reduzido indice de
proliferagcéo intracelular das leveduras (IPR), entretanto, a redugao de IPR né&o
foi associada aos resultados de ROS e PRN (figuras 24 (E) e (F)). Na presenca
da bactéria metabolicamente ativa houve reducdo de ROS (grupos Pa e Pa+Cqg)

tanto em relacéo ao grupo controle MO (somente macrofagos) quanto ao grupo
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Cg. Com relacdo a andlise de PRN, ndo foram observadas diferencas
significativas quando comparados com o grupo controle MO, apontando uma
reducdo de PRN apenas no grupo Pa em comparacao ao grupo Cg.

O aumento da atividade fungicida dos macrofagos foi observado nas
situacBes em que a infeccao foi realizada com a bactéria viavel, metabolicamente
ativa, independente das condicdes estudadas, apenas estimulo de 30 minutos
ou estimulo seguido da presenca da bactéria durante todo o tempo de incubacéo.
Entretanto, na presenca da bactéria durante todo o protocolo, a atividade
fungicida ndo foi associada aos dados de ROS e PRN, isso por que
provavelmente as bactérias, tendo sido expostas aos macréfagos 30 minutos
antes da inoculacédo de Cg, gerou um estimulo, seguido de fagocitose de Pa que
estando metabolicamente ativa promoveu inibicdo ou até mesmo um
esgotamento do arsenal enzimético desses macrofagos. Pa apresenta capsula
e outros fatores de viruléncia capazes de neutralizar enzimas e as espécies
reativas, por isso os valores reduzidos de ROS e PRN nos grupos Pa e Pa+Cg
(figuras 24 (E) e (F)). Assim, a reducao de IPR, nesses grupos, ocorreu
possivelmente por acdo direta de metabdlitos de Pa sobre Cg, e ndo por acao
dos macrofagos.
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Figura 24: Ensaio de fagocitose in vitro, proliferacdo intracelular (IPR) e producédo de
espécies reativas (ROS e PRN) — realizados sob estimulo de P. aeruginosa (Pasomin €
PasomintCq) e realizados na presenca de P. aeruginosa (Pa e Pa+Cqg). (A) Indice

fagocitico percentual apds 3h e 6h de incubagédo com C. gattii. (A1) Macrofagos com
leveduras internalizadas, as setas destacam as leveduras de C. gattii no interior dos
macrofagos, podendo em muitos casos serem visualizadas varias leveduras. (B)
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Valores percentuais de macrofagos que apresentaram leveduras aderidas em sua
superficie externa. (B1) Macr6fagos com leveduras aderidas na superficie, alguns
apresentando invaginacdes de membrana e macrofagos com leveduras em seu interior.
(C) Relacgéao da proliferacao intracelular (IPR) in vitro de C. gattii internalizados entre os
tempos de 6 e 3 horas. (D) Somatério das cargas fungicas (UFC) extracelular
(recuperadas do sobrenadante) e intracelular (recuperadas a partir da lise celular)
obtidas em cada tempo avaliado. (E) e (F) Producao de espécies reativas de oxigénio -
ROS (E) e nitrogénio — peroxinitrito - PRN (E) apds 6h de infeccéo por C. gattii. Foram
formados grupos de macréfagos BMDMs infectados somente com C. gattii (grupo Cg);
infectados com C. gattii ap0s infeccdo prévia com Paszomin (30 minutos seguido de
lavagem dos pocos) (grupo PaszmintCqg) e infectados somente com Pazomin (grupo
Pazomin); infectados com C. gattii apds infeccdo prévia com Pa (grupo Pa+Cq) e
infectados somente com Pa (grupo Pa) - grupos em que a bactéria se manteve presente
em todo o periodo de incubagédo; grupo controle somente macréfagos BMDMs (grupo
MO). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 e ****p<0.0001 diferengas estatisticas em relagcdo
ao grupo Cg (em A, B, C e D) e ao grupo MO (em E e F). # diferenga estatistica quando
comparado ao grupo Cg.

Considerando a excepcional capacidade de P. aeruginosa em secretar
diversas substancias que apresentam atividade fungicida, foi realizado um novo
ensaio de fagocitose, utilizando a bactéria inativada pelo calor (heat killed -HK),
com o objetivo de analisar os efeitos da fagocitose de Cg na presenca do
estimulo de Pa inativada, sem os fatores de viruléncia secretados pela bactéria
no meio, e confrontar com os resultados obtidos na fagocitose anterior com

estimulo de Pa metabolicamente ativa.

A realizacao do ensaio de fagocitose com a presenca bactéria inativada
pelo calor (grupo PaHK+Cg) mostrou, de forma semelhante, uma redugcéo no
indice fagocitico de C. gattii, apos 24 horas de incubacéo, quando comparado
ao grupo Cg (figura 25 (A)). E em relacdo ao percentual de macrofagos com
leveduras aderidas na superficie, foi observado um aumento no grupo PaHK+Cg
em relacdo ao grupo Cg (figura 25 (B)). Entretanto, a atividade fungicida dos
macrofagos do grupo PaHK+Cg se mostrou reduzida em relacdo ao grupo Cg
(figura 25 (C)), o que pode ser associado com os valores obtidos em ROS e PRN
(figura 25 (D) e (E)). Nao houve aumento de ROS nos grupos PaHK e PaHK+Cg
em relacdo ao grupo Cg. Os valores obtidos para PRN foram ainda menos
expressivos, ndo havendo diferencas entre os grupos infectados e o grupo

controle MO.
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Figura 25: Ensaio de fagocitose in vitro, proliferacdo intracelular (IPR) e producéo de
espécies reativas (ROS e PRN) =realizados com P. aeruginosa (Pa) inativada pelo calor
(heat killed — HK) - PaHK. (A) Indice fagocitico percentual apés 3h e 24h de incubacéo
com C. gattii (Cg). (B) Valores percentuais de macréfagos que apresentaram leveduras
aderidas em sua superficie externa. (C) Atividade fungicida dos macréfagos apés
incubacao de 3 e 24 horas com PaHK e/ou Cg. (D) e (E) Producéo de espécies reativas
de oxigénio - ROS (D) e nitrogénio - PRN (E) apés 24h de infeccdo por PaHK e/ou Cg.
Foram formados grupos de macréfagos BMDMs infectados somente com C. gattii (grupo
Cg), infectados com C. gattii apds infeccdo prévia com PaHK (grupo PaHK+Cg),
infectados somente com PaHK (grupo PaHK) e grupo controle somente BMDMs (grupo
MO). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 e ****p<0.0001 diferencas estatisticas em relagédo
ao grupo Cg (em A, B, C) ou ao grupo MO (em D).

Essas analises mostraram que embora a bactéria inativada (PaHK)
promova uma alteracdo no perfil fagocitico dos macréfagos, a atuacdo dos
receptores externos da bactéria, como 0s expostos na parede celular, capsula
ou flagelos, ndo foram suficientes para promover uma ativacdo mais intensa,
alterando o estresse oxidativo dessas células e até mesmo otimizando sua

capacidade microbicida.
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Essas reflexdes fortaleceram as observagdes com relacdo ao papel dos
macréfagos na resposta imune inata dos animais coinfectados, contribuindo para
explicar a reduzida carga fungica nos 6rgaos, especialmente nos cérebros de

animais coinfectados com Pa (Pa+Cg).

5.8 Quantificacdo do estresse oxidativo em células de LBA de animais infectados
com P. aeruginosa — ROS e PRN in vivo

Para corroborar os dados obtidos nos ensaios de ROS e PRN com BMDM
in vitro, foram realizadas anéalises de ROS e PRN in vivo no LBA de animais
infectados com Pa. Foi evidenciado um aumento pronunciado dessas espécies
reativas no LBA do grupo infectado com Pa, mostrando que quando o animal é
infectado com o fungo, este encontra um ambiente pulmonar reativo, com
presenca de substancias toxicas (ROS e PRN), sugerindo um sistema imune ja
estimulado (figura 26 (A) e (B)).

in vivo

ROS PRN
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Figura 26: Quantificacdo de espécies reativas de oxigénio - ROS (A) e nitrogénio - PRN
(B) no LBA de animais infectados com P. aeruginosa (Pa), trés dias ap0s inoculagéo de
10° UFC de Pa por via intranasal. *p<0.05 - diferenca estatistica em relacdo ao grupo
nao infectado (NI).
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5.9 Anadlise de mediadores inflamatorios, NAG, MPO e citocinas, nos pulmdes

dos animais coinfectados.

Os dados observados nos ensaios de sobrevida com a bactéria inativada
e em diferentes tempos de infeccao (figura 23), somados aos achados nos
ensaios de fagocitose, nas diferentes condi¢cdes analisadas, sugeriram que tanto
a influéncia de Pa sobre a resposta imune inata, como uma possivel acao direta
e inibitéria de Pa sobre Cg poderiam ocorrer simultaneamente durante a
coinfeccao, justificando o atraso na letalidade dos animais coinfectados. Essas
observacdes sao fortalecidas pela presenca de Pa recuperada dos pulmdes no
terceiro dia apds inoculagdo da bactéria, dia em que foi inoculado Cg (figura 19
B).

A partir de todos esses achados apresentados até aqui, foram realizadas
dosagens de NAG, MPO e citocinas (CXCL1, IL-1B, IFN-y, IL-17 e IL-10) no
tecido pulmonar com o objetivo de conhecer o microambiente pulmonar dos
animais coinfectados e confrontar com o presente no grupo Cg, para avaliar as
possiveis diferencas no recrutamento de células e caracteristicas do perfil

inflamatoério nesse processo.

A dosagem de NAG e de MPO no tecido pulmonar mostraram um
aumento no influxo de macréfagos (figura 27 A) e neutréfilos (figura 27 B) para
o0 grupo Pa+Cgld, quando comparado ao grupo Cgld, corroborando com a
andlise celular do LBA. J& no décimo dia, destaca-se o elevado numero de

neutroéfilos no grupo Cgl0d, evidenciado pela andlise da enzima MPO (27 B).

A dosagem dos mediadores inflamatérios mostrou maiores concentracdes
de CXCL1 e IL-1B no grupo Pa+Cgld, quando comparado com o grupo Cgld, e
compativeis com as concentra¢cdes observadas no grupo Pa. Essas citocinas
pré-inflamatoérias sdo marcadores muito importantes para caracterizar a resposta
inflamatoria aguda, sendo CXCL1 um dos mais importantes quimioatrativos para
neutroéfilos. IL-18 é uma citocina produzida principalmente por macréfagos e
possui inUmeras atividades celulares, incluindo proliferacdo e diferenciagéo
celular, além de apoptose. Esses achados também corroboram com a reduzida

carga fangica no grupo Pa+Cg 1d, mostrando que o fungo ao chegar em um
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ambiente com uma resposta imune inata ja instalada, foi mais eficientemente
contido (figuras 27 C e D).

Além disso, a resposta induzida por Pa promoveu no grupo Pa+Cg 10d
uma producéo antecipada de IL-10 (27 G), quando comparado com o grupo Cg.
Essa citocina pode ter colaborado na modulagdo da inflamacdo no grupo
Sa+Cgl0d. Ja no grupo Cgl10d, o aumento de IFN-y, CXCL-1 e IL-1B, somado a
menores concentracdes de IL-10, pode ter contribuido para a exarcebacao da
inflamac&o e pior prognoéstico (figuras 27 C, D, E e G). Com relagéo a IL-17, n&o
foram observadas diferencas entre os grupos nos periodos analisados (figura 27
F).
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estatisticas quando comparados com o grupo NI; # diferengas estatisticas quando
comparados os grupos Cg X Pa+Cg. Pa: grupo infectado com P. aeruginosa e
eutanasiado 3 dias apds inoculacdo da bactéria; Cg: grupo infectado com C. gattii;
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5.10 Analise do perfil de recrutamento celular por citometria de fluxo nos lavados
bronco-alveolares (LBA) dos animais coinfectados com P. aeruginosa e C. gattii.

Andlise de sobrevida dos animais tratados com inibidor de iINOS.

A andlise do LBA é muito utilizada e eficiente para a avaliacdo das
populacdes e subpopulacdes celulares presentes nos pulmdes. Assim, os LBA
dos animais coinfectados e eutanasiados 10d apés inoculagdo com Cg foram
analisados por citometria de fluxo, com o objetivo de conhecer o perfil de

macrofagos e neutrofilos recrutados durante a coinfecgao.

A figura 28 A ilustra os numeros absolutos de macrofagos, indicando um
maior influxo dessas células no grupo Pa3d (condicdo em que o fungo foi
inoculado). A figura 28 B apresenta os valores da intensidade de fluorescéncia
(MFI - Median Fluorescence Intensity) para CD1lb em macro6fagos,
demonstrando que ha maior expressdo dessa molécula nos macrofagos
recrutados para os pulmdes de animais do grupo Pa3d, indicando um estado de
ativacdo acentuado dessa populacédo celular neste grupo. Jaem 28 C e D, é
possivel observar o percentual e o MFI da subpopulacédo de macrofagos MHCII+,
mostrando que n&o houve diferenca dessas populacdes nos grupos Pa+Cgl10d
e Cgl0d. Entretanto, o grupo Pa3d, apresentou maior influxo dessa populagéo
de macrofagos ativados, tanto em relacdo ao grupo NI, quanto aos grupos
Pa+Cgl10d e Cgl10d. De forma muito interessante, as figuras 28 E e F mostram
a populacdo de macréfagos que apresentaram marcacao para a enzima iNOS
(6xido nitrico sintase em sua isoforma induzivel). A expressédo da isoforma
induzivel desta enzima (iNOS), é capaz de produzir alta concentracdo de NO
(6xido nitrico). Esta enzima, iINOS, esta envolvida em Varios processos,
principalmente na resposta inflamatoria, sendo a producdo de NO um importante
mecanismo de defesa contra inUmeros patégenos (VASCONCELOS et al.,
2007). Dessa forma, foi possivel observar um importante aumento de

macrofagos iINOS+ (28 E e F) no grupo Pa3d.

Com relacao aos neutrofilos, foi observado maior influxo de neutrofilos em
todos os grupos quando comparados ao grupo NI (28 G). Esse maior influxo de
neutrofilos foi caracterizado com uma subpopulacdo ativada, por meio da

deteccdo de neutrofilos MHCII+, principalmente nos grupos Pa3d e Pa+Cgl10d
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(figuras 28 H e 1). E com relacdo a neutrofilos com iNOS+, a figura 28 J mostra
o percentual de neutréfilos INOS+, que se encontra maior nos grupos Pa3d e
Pa+Cg10d, quando comparados com Cg10d. Os valores de MFI para INOS+ (28
K) confirmaram os valores significativamente mais elevados nos grupos Pa3d e

no grupo coinfectado, quando comparado com o grupo Cg10d.

A analise por citometria confirmou o diferente perfil de células observados
na citologia do LBA e sugeriu que macrofagos e, principalmente, neutréfilos que
apresentaram iNOS+ estariam envolvidos de forma muito relevante no atraso da
letalidade observado no grupo coinfectado (Pa+Cg). Para confirmar essa
hipotese, foi realizado uma nova curva de sobrevida para avaliar o efeito de um
tratamento com inbidor da enzima iINOS nesse grupo coinfectado. Para isso foi
adicionado na agua dos animais o farmaco Aminoguanidina (Sigma-Aldrich), na
concentracéo de 1mg/mL, por 20 dias. Os grupos Cg e Pa+Cg néo tratados (NT),
apresentaram uma média de sobrevida de 22 e 28,5 dias, respectivamente.
Sendo Pa+Cg NT com um atraso na letalidade de 6,5 dias em relacdo ao grupo
Cg NT. O grupo Cg tratado com inibidor de iNOS (Cg INIB iNOS) apresentou
uma média de sobrevida de 21 dias, sem diferencas significativas em relagéo ao
grupo Cg NT. Entretanto, o grupo Pa+Cg tratado com inibidor de iNOS (Pa+Cg
INIB iINOS) apresentou uma média de 13,5 dias de sobrevida, uma diferenca de
8,5 dias em relacdo ao grupo Cg NT, apresentando uma morte precoce em
relacdo aos animais infectados somente com Cg (figura 28 L). Dessa forma, a
inibicdo da enzima iINOS no processo de coinfecgcdo promoveu a reversao (em

60% dos animais) do fen6tipo, demonstrando sua importancia no processo.
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Figura 28: Recrutamento de células nos pulmfes dos animais coinfectados com P.
aeruginosa (Pa) e C. gattii (Cg) e curva de sobrevida dos animais coinfectados e
tratados com droga inibidora da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (INIB iINOS).

Citometria de Fluxo: (A) Namero de macrofagos totais (CD45 CD11 F4/80+); (B) MFI
macrofagos totais (CD11+); (C) e (D) Percentual e MFI de macrofagos ativados
(MHCII+), respectivamente; (E) e (F) Percentual e MFI de macréfagos iINOSH,
respectivamente; (G) Numero de neutrdfilos totais (CD11b LY6G+); (H) e (I) Percentual
e MFI de neutrodfilos ativados (MHCII+), respectivamente; (J) e (K) Percentual e MFI de
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neutréfilos INOS+, respectivamente. ANOVA / Newman-Keuls multiple comparisons
test: * diferencas estatisticas quando comparados com o grupo NI; # diferencas
estatisticas quando comparados os grupos Cg X Pa+Cg. Pa3d: grupo infectado com P.
aeruginosa e eutanasiado 3 dias apoés inoculagdo da bactéria; Cg: grupo infectado com
C. gattii; Pa+Cg: grupo infectado com P. aeruginosa 3 dias antes da infeccdo com C.
gattii. Cg e Pa+Cg (1d e 10d): eutanasia realizada 1 dia e 10 dias apés a inoculacdo do
fungo. MFI (Median Fluorescence Intensity).

(L) Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10* células
viaveis de Cg e/ou infectados via intranasal com 10° células viaveis de Pa 3 antes dias
antes da inoculacdo de Cg. 24 horas apés a inoculacao do fungo foi iniciado o tratamento
dos animais com a droga Aminoguanidina — Sigma-Aldrich, administrada por via oral,
sendo 1mg/mL na agua dos animais. ***p<0,001- diferenca estatistica em relacdo aos
grupos Cg NT, Pa+Cg NT e Cg INIB iINOS; **p< 0,01- diferenca estatistica em relagdo
ao grupo Cg NT, usando Long rank test.

6 Sumario dos Resultados — Pa X Cg

Como sumério podemos destacar que a infeccdo secundéaria de Cg em
animais previamente infectados com Pa promoveu um atraso na morbidade e
letalidade desses animais, devido a uma reducédo da carga fangica inicial e atraso
na transmigracao do fungo para o SNC. Entretanto, esse atraso na letalidade
observado nos animais coinfectados foi restrito nos animais infectados com Pa
nos tempos de um e trés dias antes da inoculagcdo do fungo, tempos que
coincidiram com a presenca de carga bacteriana recuperada nos pulmdes. Além
disso, foi necessario a presenca da bactéria metabolicamente ativa. A inativacédo
pelo calor ndo reproduziu os efeitos observados na sobrevida dos animais. Os
ensaios de fagocitose realizados sob diferentes condi¢des, também sugeriram
gue de fato ocorreu estimulos com a bactéria metabolicamente ativa, produzindo
efeitos na fagocitose do fungo, reduzindo o indice fagocitico e aumentando a
atividade fungicida dos macrofagos, que pode ser justificada pelos elevados
niveis de ROS e PRN também detectados.

As andlises do perfil inflamatdrio mostraram que especialmente o0s
animais coinfectados apresentaram alteracdes no perfil de macréfagos e
neutrofilos ativados, inclusive com maior expressdo da enzima iNOS, cuja
importancia foi confirmada com o tratamento dos animais coinfectados com
inibidor de INOS, revertendo o0 atraso na progressao da criptococose, e até
acelerando o progresso da doenca fangica.
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Dessa forma, sdo propostas duas explicacdes para os achados deste

estudo: a primeira é a possibilidade de uma interacdo entre 0S microorganismos

Pa e Cg no microambiente pulmonar, em que Pa inibe de forma direta a
proliferacdo de Cg, retardando o desenvolvimento da doenca. Esta primeira
explicacdo € sustentada inclusive por trabalhos relacionados a FC, em que
frequentemente esses pacientes sdo colonizados por Pa. Alguns autores
acreditam que a presenca de Pa nos pulmdes, embora seja um fator complicador
para a FC, resultando na recorréncia de infec¢cdes pulmonares cronicas, perda
progressiva da funcéo pulmonar e aumento da morbidade e mortalidade, resulta
também num fator protetivo contra algumas doencas flngicas, causadas por
Candida spp. e Cryptococcus (MORADALI; GHODS; REHM, 2017; XU et al.,

2017); a segunda explicacdo, envolvendo as interacées entre patdgenos e

hospedeiro, consiste nos achados relativos a atuacdo do sistema imune,
mostrando que de fato, Cg sendo introduzido num ambiente com uma resposta
imune inata ja bem estabelecida, como a produzida sob efeito da infeccao por
Pa, dentro das condicdes analisadas, foi mais eficientemente contido. E nesse
processo, a enzima iNOS mostrou-se como um fator de extrema relevancia para

a contencédo do fungo e atraso na letalidade.
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Topico ll: Cryptococcus gattii X Staphylococcus aureus

7 Resultados e Discussao - SaxCg

7.1 Determinagéo in vitro da atividade de produtos secretados por S. aureus

contra Cryptococcus.

De forma diferente ao que foi observado no ensaio com P. aeruginosa,
nao ocorreu a formacao de halos de inibicdo do crescimento de Cryptococcus
apos cultivo de S. aureus, nas condi¢cdes analisadas, em meio BHI e pela
metodologia realizada (figura 29).

Figura 29: Avaliacdo da atividade antagonista pela técnica spot on the lawn nao mostrou
inibicdo do crescimento de C. neoformans (H99) e de C. gattii (L27/01 e R265) quando
cultivados sobre cultura inativa e produtos secretados por S. aureus em meio BHI.

Além da técnica spot on the lawn, também foi realizado o cultivo de C.

gattii L27/01 em sobrenadante de cultura de Sa, entretanto também néo foi
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observado inibicdo significativa de Cg, quando comparado com o crescimento

realizado em meio BHI ou em BHI com salina (figura 30).

T T

Log,o UFC/mL C. gattii

4 T T

BHI BHI+ Salina Sa
—

Sobrenadante

de cultura

Figura 30: Cultivo de C. gattii L27/01 em sobrenadante de cultura de S. aureus (ATCC
33591).

Interessante observar que € descrito na literatura que S. aureus (Sa) é
capaz de estabelecer uma interacado antagénica com C. neoformans, inibindo o
crescimento do fungo por mecanismo dependente do contato célula-célula
(FURUYA; IKEDA, 2009; IKEDA et al., 2007). Apesar de Sa ser capaz de
secretar grande diversidade de metabdlitos e toxinas, os produtos secretados, a
partir do cultivo de Sa em meio BHI, ndo apresentaram atividade inibitoria contra
Co.

7.2 Andlise de sobrevida dos animais infectados somente com a Sa
(ATCC33591)

Para a realizac&o dos ensaios in vivo, foi realizado inicialmente uma curva
de sobrevida com diferentes indculos de Sa. A inoculacdo de 10°UFC de S.
aureus promoveu uma pneumonia aguda e intensa, levando 20% dos
camundongos a 6bito em menos de 24 horas apoés inoculacao (Figura 31 (A)).
J& com os in6culos de 107 e 10° UFC, os animais ficaram doentes, com sintomas
classicos de pneumonia, apresentando piloerecdo, hiperventilacao,

encurvamento de dorso e perda de peso, apresentando melhora nos parametros
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observados apos 3-4 dias de infeccéo. A perda de peso pode ser evidenciada ha
figura 31 (B), que mostra uma reducao em torno de 10% do peso e recuperacao
a partir do quarto dia.

Dessa forma, o indculo de 107 UFC foi escolhido para seguimento dos
demais experimentos, pois promoveu sinais clinicos mais evidentes nos animais,
sem provocar morte. Os animais conseguiram recuperar e tiveram uma

sobrevida compativel com camundongos néo infectados.

S. aureus ATCC 33591

‘A 10°sa
50

Sobrevida (%)
Peso (%)

90 1

o+——T—7""" 8o+ rT T T T T T T T T
o0 1 2 3 4 5 10 15 20 25 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Dias apés inoculagédo Dias apds inoculacéao

Figura 31: Sobrevida e morbidade de camundongos infectados com inéculos variaveis
(10°% 107 e 10°) de Sa. (A) Sobrevida de camundongos infectados com in6culos variaveis
de Sa. Os animais inoculados com 10° foram a Obito dentro das 24 horas apos
inoculagdo. O inéculo de 10" UFC causou sinais acentuados da doenga com melhora a
partir de 3-4 dias, evoluindo para total recuperacéo. (B) Variacdo de peso de animais
infectados com 107 UFC de Sa. Animais apresentaram reducdo em torno de 10% e
recuperacao a partir de 3-4 dias. NI: N&o infectado. Sa: S. aureus.

7.3 Cinética de eliminagdo de S. aureus (Sa)

Apbs andlise da sobrevida e escolha do indculo inicial, foi realizado um
experimento para avaliar a cinética de eliminacdo da bactéria, com o objetivo de
identificar um tempo ideal para realizacdo da coinfeccdo. Nos experimentos
realizados com 1, 4 e 7 DPI, foram recuperadas UFC de Sa nos pulmdes, linfonodo
drenante de pulm&o e LBA (figuras 32 (A), (B) e (C)). Nos pulmdes, foram
recuperadas UFC de S. aureus, em todos os animais de cada grupo, nos tempos 1,
4 e 7 DPI, porém mostrando reducéo da carga bacteriana nos pulmdes com o passar
dos dias. Nos linfonodos foram recuperadas UFC em 20% (4 DPI) e 40% (7 DPI)
dos animais, enquanto no LBA houve recuperacdo de UFC em 1 DPI. Em 10 e 15

DPI ndo houve recuperacao de carga bacteriana em nenhum dos 6rgaos analisados.

136

100 o e e — v e e 1101
— 10°sa
= 10’ sa -



>
@
(@]

Log,o UFC/mL LBA
~

Log;o UFC/g Pulmédes
w
Log,, UFC/g Linfonodo

m il mim
4 7 10 15

Dias ap6s inoculagao Dias ap6s inoculacao Dias apés inoculagado

w)

71 [J Mononucleadas

= E + [ Neutréfilos

w
L

Log;o Leucécitos/mL LBA
-
O
535233 8
—_
jE—
I

j—
)
[E—
JE—

Contagem Diferencial (%)

il |

T
NI 1DPI 4 DPI 7 DPI 10 DPI z

Figura 32: Cinética de eliminacao bacteriana em érgaos de camundongos infectados via
intranasal com 107 UFC de S. aureus e sacrificados 1, 4, 7, 10 e 15 DPI. (A) pulméo, (B)
linfonodo drenante de pulméo e (C) LBA (lavado bronco alveolar). ANOVA / Tukey's
multiple comparisons test: (A) **** p<0.0001 (diferenca estatistica quando comparados
1DPIx4DPI e 4DPIX10DPI. (B) ** p<0.01 (diferenca estatistica quando comparados
1DPIx4DPI e 4DPIx10DPI. ND: ndo detectado. (D) Perfil de recrutamento celular no
LBA, em nimeros absolutos, de camundongos infectados com 107 células viaveis de S.
aureus e sacrificados nos dias 1, 4, 7 e 10 DPI; em D1 percentual de células. ANOVA /
Newman-Keuls multiple comparisons test: * diferencas estatisticas quando comparados
com o grupo NI. DPI: Dias ap0s inoculagao.
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A andlise do perfil de recrutamento celular no LBA, mostrou uma mudanca
no perfil de células ao longo dos dias analisados. De forma semelhante ao
observado nas infec¢gBes por P. aeruginosa, no primeiro dia apds inoculacdo
(1DPI) foi observado uma predominancia de neutrofilos. Quarto dia apés
inoculacdo, houve um equilibrio entre neutrofilos e células mononucleadas. Em
7 DPI e 10 DPI houve predominancia de células mononucleadas, com muitos

linfécitos reativos e macrofagos alveolares esponjosos (figuras 32 D e D1).

O perfil celular no 15 DPI apresentou poucas células com predominio de
células epiteliais, indicando eliminacdo do processo infeccioso e resolucdo do
processo inflamatdério, compativel ao observado nos animais nao infectados

(dados nédo mostrados).
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7.4 Analise de sobrevida dos animais coinfectados e analise comportamental
(SHIRPA)

Os animais foram infectados com a 10’ UFC de Sa, 4 dias antes e 4 dias
apos infeccdo com 10* leveduras viaveis de C. gattii, e foram acompanhados
diariamente para avaliagcdo da morbidade (SHIRPA) e construcdo de uma curva

de sobrevida para avaliar a mortalidade.

Os animais infectados somente com a bactéria (Sa) apresentaram uma
média de sobrevida semelhante ao grupo nao infectado (NI), apresentando
perda de peso imediatamente apoOs inoculacdo da bactéria, mas com rapida
recuperacdo, em torno de 3 a 4 dias. Os animais infectados somente com C.
gattii (Cg), tiveram uma média de sobrevida de 21,5 dias, enquanto o grupo de
animais que recebeu a bactéria 4 dias antes (Sa+Cg) apresentou uma média de
sobrevida de 32 dias, sendo 10,5 dias a mais (p< 0,0001) que os grupos (Cg) e
(Cg+Sa). O grupo de animais que recebeu a bactéria 4 dias apds a inoculacdo
do fungo apresentou uma média de sobrevida de 23 dias, sem diferencas
significativas quando comparado ao grupo (Cg) (figura 33(A)). As manifestacdes
iniciais caracteristicas da criptococose ocorreram acompanhadas com o inicio
da perda de peso, 0 que pode ser visualizado através do grafico de variacao de
peso (figura 33 (B)). Nos grupos Cg e Cg+Sa a perda de peso e 0s sinais clinicos
da doenca foram manifestados a partir do 15° dia. O grupo Sa+Cg manifestou

esses sinais iniciais da doencga a partir do 26° dia.

O aumento da sobrevida foi acompanhado da reducdo da morbidade no
grupo (Sa+Cg), que mostrou melhoras significativas nos cinco parametros
avaliados no protocolo SHIRPA, quando comparados com 0s grupos infectados
somente com Cg e com o grupo Cg+Sa (figura 33 C).
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Figura 33: Morbimortalidade de camundongos infectados com Cg ou coinfectados com
Sa e avaliacdo do perfil comportamental (SHIRPA). (A) Curva de sobrevida de
camundongos infectados via intratraqueal com 10% células viaveis de Cg e/ou infectados
via intranasal com 10° células viaveis de Sa, 4 dias antes e 4 dias apés inoculagdo de
Cg. ***p<0,0001- diferenca estatistica em rela¢éo ao grupo Cg usando Long rank test.
(B) Curva de variacdo de peso dos animais. (C) Avaliacao do perfil comportamental dos
animais realizada através do protocolo SHIRPA, resultados encontrados por andlise da
area sob a curva das cinco categorias funcionais do escore de graficos obtidos com o
protocolo SHIRPA. (1) Ténus e for¢ca muscular; (II) Comportamento motor; (lll) Fungéo
autdbnoma; (V) Estado neuropsiquiatrico; (V) Funcao e reflexo sensorial. ANOVA /
Tukey's multiple comparisons test: * p<0,05 e ****p<0.0001 - diferencas estatisticas
guando comparado ao grupoNI; # - diferenca estatistica quando comparado ao grupo
Cg. NI: Nao infectado. Sa: grupo infectado com S. aureus; Cg: grupo infectado com C.
gattii; Sa+Cg: grupo infectado com S. aureus 4 dias antes da infec¢cdo com C. gattii;
Cg+Sa: grupo infectado com S. aureus 4 dias apds a infeccdo com C. gattii.
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7.5 Mensuracao da carga fangica nos orgaos alvos — pulmdes, cérebro e LBA —
1, 3, 10 e 18 dias apoés inoculagdo de Cg e andlise do perfil de recrutamento
celular no LBA.

Foi realizada analise de carga fungica nos pulmdes, cérebros e LBA dos
animais coinfectados, avaliando diferentes periodos da coinfec¢cdo. Assim, 0s
grupos de animais foram eutanasiados em diferentes tempos, 1dia, 3, 10 e 18
dias apos inoculacdo de Cg (grupos Cgld, Sa+Cgld; Cg3d, Sa+Cg3d; Cgl10d,
Sa+Cgl0d; Cgl8d, Sa+Cgl18d); também foi analisado no grupo Cg+Sa (grupo
que recebeu Sa 4 dias apos a inoculacdo de Cg e foi eutanasiado no 10d apos

inoculacao de Cg).

Nos grupos Sa+Cgld e Sa+Cg3d, foi observado significativa reducdo de
carga fungica nos pulmdes e LBA, quando comparados aos grupos Cgld e
Cg3d, respectivamente. Nao houve recuperacdo de UFC de leveduras nos
cérebros dos grupos de 1d e 3d (figuras 34 A, B e C).

Ap6s 10 dias de coinfecgdo, ocorreu também uma reducgédo significativa
na carga fangica recuperada dos pulmdes e dos LBA no grupo coinfectado
Sa+Cgl0d, quando comparado com os grupos Cgl0d e ao grupo Cg+Sa. Com
relacdo a carga fangica no cérebro, houve recuperacdo de UFC nos grupos
Cg10d e Cg+Sa 10d em 60% dos animais no grupo Cg e 30% no grupo Cg+Sa.
No grupo Sa+Cg, além da carga fungica reduzida nos pulmdes, ndo foram
recuperadas UFC do fungo no cérebro (figuras 34 A, B e C).

Nesse periodo nao foram observadas diferencas significativas nas cargas
fungicas recuperadas nos pulmdes e LBA dos animais coinfectados (Sa+Cg18d),
guando comparados com o grupo Cgl18d (figuras 34 (A) e (C)). Porém, o grupo
Sa+Cgl8d apresentou carga flngica no tecido cerebral inferior ao grupo Cgl18d
(figura 36 (B)), mostrando que, como observado na coinfeccdo com P.
aeruginosa, a infeccdo primaria por Sa promoveu uma contencdo do fungo,

atrasando a transmigracgéo do fungo para o SNC.

A andlise de células no LBA mostrou que nos tempos 1d e 3d, o LBA dos
grupos Cgld e Cg3d apresentou aumento de células mononucleadas, quando
comparado ao grupo NI, mas com relacdo aos neutréfilos, ndo houve diferengas
significativas. Os grupos Sa+Cgld e Sa+Cg3d apresentaram aumento de células
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mononucleadas e neutréfilos, e em Sa+Cg3d esse aumento apresentou
significancia estatistica tanto em comparacao ao grupo NI, quanto ao grupo Cg
3d (figuras 34 D e D1).

O grupo Sa+Cgl0d apresentou um perfil de células diferente ao
observado no grupo CglO0d e Cg+SalOd. Em Sa+Cgl0d destaca-se um
predominio de células mononucleadas reativas, enquanto os outros dois grupos
apresentaram predominioo de neutrdfilos (Figuras 34 D e D1). Em 18d foi
observado um influxo de netréfilos nos grupos Sa+Cg18d e Cgl8d, sendo mais
relevante em Cg18d, indicando a exarcebacédo da inflamacéo, o que resulta em
um pior progndstico para esse grupo.
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Figura 34: Mensuracéo da carga fungica nos 6rgéos alvos - pulmao, cérebro e LBA - e
andlise do perfil de células no LBA (lavado bronco alveolar). Os camundongos foram
coinfectados, com 10’ UFC de Sa via intranasal e 10* leveduras viaveis de Cg via
intratraqueal, e eutanasiados apos 1, 3, 10 e 18 dias da inoculagdo de Cg. Carga
fungica: (A) pulmao, (B) cérebro, (C) LBA - Unpaired t test: os asteriscos representam
as diferencas com significancia estatistica, quando comparados com 0s respectivos
grupos Cg: * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001, **** p<0.0001. (D) Perfil de recrutamento
celular no LBA em numeros absolutos - * p<0.001 - diferengas estatisticas quando
comparados com NI; # p<0.001 - diferenca estatistica quando comparado com Cg. Em
(D1) valores percentuais de células no LBA. NI: Nao infectado; Cg: grupo infectado com
C. gattii; Sa+Cg: grupo infectado com S. aureus 4 dias antes da infecgdo com C. gattii;
Cg+Sa: grupo infectado com S. aureus 4 dias apos a infeccdo com C. gattii.
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A infeccdo secundaria de C. gattii, seguida da infeccdo aguda por S.
aureus, mostrou, de forma semelhante a coinfeccdo com P. aeruginosa, uma
expressiva reducdo de morbimortalidade e redugcdo de carga fungica nos
pulmbes, LBA e cérebros. O mesmo perfil foi observado pela analise
histopatolégica dos pulmdes, em que foram avaliados o processo inflamatério e
a presenca do fungo no tecido pulmonar no tempo de 10 dias apds inoculagéo
do fungo.

Os exames histopatologicos dos pulmfes demonstraram um infiltrado
inflamatério difuso e acentuado nos animais infectados somente com Sa (escore
5). Este grupo infectado somente com a bactéria (Sa) foi eutanasiado no quarto
dia apos inoculacéo da bactéria e representa a condi¢do do tecido pulmonar no
dia 0, condicdo em que o fungo foi inoculado no grupo coinfectado Sa+Cg. Os

demais grupos foram eutanasiados no décimo dia ap6s inoculacéo de Cg.

No grupo infectado com Cg foi possivel observar numerosas leveduras de
C. gattii nos alvéolos e nas ramificacdes broncoalveolares (escore 3), além de
infiltrado inflamatério multifocal (escore 3). O grupo Cg+Sa apresentou presenca
de numerosas leveduras (escore 3), semelhante ao grupo Cg, e infiltrado
inflamatorio difuso e acentuado (escore 5). O grupo Sa+Cg apresentou reducéo
em todos os parametros analisados, quando comparado ao grupo Cg, com
moderada quantidade de leveduras (escore 2) e infiltrado inflamatério focalmente
extenso (escore 2) (Figura 35).

A histopatologia do cérebro também foi realizada para o mesmo tempo de
infeccdo, porém nenhuma alteracéo histopatologica foi identificada nos grupos

avaliados (dados ndo mostrados).
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Figura 35: Andlise histopatolégica dos pulmées de camundongos coinfectados, com 107
UFC de Sa via intranasal e 10* leveduras viaveis de Cg via intratraqueal. Os animais
foram eutanasiados apés dez dias de inoculacao de C. gattii e os pulmdes recuperados,
apenas grupo Sa (I) foi eutanasiado 4 dias apds inoculacdo da bactéria. As secdes
histologicas dos pulmdes foram coradas com HE e visualizadas a uma amplificacéo de
100 e 200 X, foram avaliados pelo menos 10 campos por lamina. A seta em Cg (lll)
indica a presenca de leveduras dentro dos alvéolos, visualizadas como estruturas
esféricas ou ovaladas, formando conglomerados, que induzem deformacao anatdmica
dos alvéolos (escore 3). Essas leveduras também podem ser observadas, nos grupos
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Cg+Sa (V) (escore 3) e em menor quantidade em Sa+Cg (IV) (escore 2). A presenca de
infiltrado inflamatdrio (perivascular, peribronquial, alveolar, intersticial, hemorragia e
necrose) pode ser observada nos grupos Sa (escore 5), Cg (escore 3), Cg+Sa (escore
5) e Sa+Cg (escore 2). (I) NI apresentou escore 0 para inflamacéo e auséncia de fungo.
NI: ndo infectado; (Il) Sa: grupo infectado somente com S. aureus e eutanasiado 4 dias
apo6s inoculacdo de Sa; (lll) Cg: grupo infectado com C. gattii; (IV) Sa+Cg: grupo
infectado com S. aureus 4 dias antes da infecgdo com C. gattii; (V) Cg+Sa: grupo
infectado com S. aureus 4 dias ap0s a infeccdo com C. gattii. Escores inflamacao:
O=Ausente; 1=F (Focal); 2=FE (Focalmente Extenso); 3=M (Multifocal); 4=MC
(Multifocal a Coalescente); 5=D (Difuso). Escores leveduras flngicas: 0=Ausente;
1=Discreto; 2=Moderado; 3=Acentuado.

7.6 Analise de sobrevida dos animais coinfectados com Sa inativada pelo calor

(HK: Heat Killed) e com Sa em diferentes dias antes da infec¢cdo com C. gattii

Os animais foram infectados com 107 UFC de Sa HK (células inviaveis) 4
dias antes e 4 dias ap6s infeccdo com 104 leveduras viaveis de C. gattii (grupos
SaHK+Cg e Cg+SaHK respectivamente), e foram acompanhados diariamente,
para a construcdo de uma curva de sobrevida e avaliacdo da mortalidade (figura
36 A). Outra forma de analise realizada foi a coinfec¢cdo com SaHK e Cg, mas
com Cg sendo inoculado 5 horas apos a inoculacdo de SaHK, também nas
mesmas concentracdes de inéculos (figura 36 B).

De forma semelhante ao observado na coinfeccdo com P. aeruginosa, 0s
grupos coinfectados com a bactéria inativada pelo calor ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao tempo de sobrevida comparativamente

ao grupo infectado somente com o fungo.

Entretanto, o atraso na letalidade, a reducédo da morbidade e a reducéo
da carga fungica em 6rgaos alvos detectados nos animais do grupo Sa+Cg
mostraram que a inoculagcéo de Sa quatro dias antes da chegada de Cg nos
pulmbes também atuou com um fator protetivo, retardando a progressao da
criptococose, 0 que despertou o interesse para analisar um intervalo de dias em
gue a presenca ou os efeitos de Sa nos pulmdes poderiam de forma semelhante
retardar o desenvolvimento da doenca fangica. Assim, os animais foram
coinfectados com Sa nos dias -1, -4, -7, -15, -30 e -80 dias antes da infeccéo
(DAI) por Cqg (figura 36 C). Os grupos Sa+Cg -1d, -4d e -7d apresentaram média
de sobrevida significativamente maior que o grupo Cg (37, 33, 34 e 23 dias,
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respectivamente), o que representa mais de 10 dias no atraso da letalidade dos
animais coinfectados. J& os animais coinfectados -15, -30 e -80 DAI néo
apresentaram alteracdo significativa na sobrevida comparativamente ao grupo
Cg (figura 36C).

Assim, por meio dessas analises de sobrevidas, foi possivel observar que
a presenca da bactéria nos pulmdes (detectadas nos dias 1, 4 e 7 DPI — figura
34 A) foram de extrema importancia para a promocao do atraso na letalidade.
Além disso, para que esse efeito ocorresse, foram importantes a presenca de Sa
e a viabilidade das células bacterianas. Outro fator relevante, foi o processo
inflamatorio presente no microambiente pulmonar do hospedeiro, como visto na
analise histopatoldgica, grupo Sa 4DPI com intenso infiltrado inflamatério (figura
35 (II)) e no LBA, com um aumento expressivo de células mononucleadas

reativas e neutrdfilos (figuras 32 D e D1).
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Figura 36: Curvas de Sobrevidas SaxCg.

(A) Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10* células
viaveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 107 células inviaveis de Sa (inativadas
pelo calor — Heat killed (HK)). SaHK: grupo infectado com S. aureus HK. Cg: grupo
infectado com C. gattii; SaHK+Cq: grupo infectado com S. aureus HK 4 dias antes da
infeccdo com C. gattii; Cg+SaHK: grupo infectado com S. aureus HK 4 dias apds a
infeccdo com C. gattii.

(B) Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10* células
vidveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 107 células inviaveis de Sa (inativadas
pelo calor — Heat killed (HK)). SaHK: grupo infectado com S. aureus HK. Cg: grupo
infectado com C. gattii; SaHK+Cqg: grupo infectado com S. aureus_HK 5 horas antes da
infeccéo com C. gattii.

(C) Curva de sobrevida de camundongos infectados via intratraqueal com 10* células
vidveis de Cg ou coinfectados via intranasal com 107 células viaveis de Sa -1, -3, -7, -
15, -30 e -80 dias antes de Cg. *** p< 0,001 e ** p< 0,01, *p<0,05- diferenca estatistica
em relagédo ao grupo Cg usando Long rank test. NI: N&o infectado; Cg: grupo infectado
com C. gattii; Sa+Cg -1d: grupo infectado com S. aureus 1 dia antes da infecgdo com
C. gattii; Sa+Cg -4d: grupo infectado com S. aureus 4 dias antes da infeccdo com C.
gattii; Sa+Cg -7d: grupo infectado com S. aureus 7 dias antes da infec¢cdo com C. gattii.
Sa+Cg -15d: grupo infectado com S. aureus 15 dias antes da infeccdo com C. gattii;
Sa+Cg -30d: grupo infectado com S. aureus 30 dias antes da infeccdo com C. gattii;
Sa+Cg -80d: grupo infectado com S. aureus 80 dias antes da infeccdo com C. gattii.
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7.7 Determinacéo in vitro da influéncia de S. aureus (ATCC-33591) na fagocitose
de C. gattii (L27/01) por macrofagos derivados de medula éssea - Ensaios de
fagocitose, proliferacao intracelular (IPR) e quantificagdo do estresse oxidativo
(ROS, PRN)

A analise do indice fagocitico mostrou uma fagocitose significativamente
menor no grupo Sa+Cg, em relacdo ao grupo Cg, no tempo de 6 horas.
Entretanto, com relagdo a atividade fungicida dos macréfagos (IPR), nédo foi
observada diferenca significativa na recuperacao de leveduras fagocitadas no
grupo Sa+Cg, quando comparado ao grupo Cg, sugerindo que nas condi¢cdes
analisadas, a presenca de Sa reduziu a internalizacdo de Cg pelos macréfagos,

mas nao interferiu na sua atividade fungicida (figuras 37 A e B).

As analises de ROS e PRN indicaram aumento na producdo de ambas as
espécies reativas nos grupos Cg e Sa+Cg, em relacdo ao grupo controle,
somente macréfagos (M0). Com relacdo ao grupo Sa, houve aumento somente
em ROS (figuras 37 C e D).

A realizacdo do ensaio de fagocitose com a presenca da bactéria inativada
pelo calor (grupo SaHK+Cg) mostrou, de forma semelhante, uma redugcéo no
indice fagocitico de C. gattii, apés 24 horas de incubacéo, quando comparado
ao grupo Cg (figura 37 F). Entretanto, a atividade fungicida dos macrofagos no
grupo SaHK+Cg se mostrou reduzida em relacéo ao grupo Cg (figura 37 G). Com
relacad a ROS e PRN, foram observados aumento dessas especies reativas nos
grupos SaHK, Cg e SaHK+Cg, porém apenas em relacéo ao grupo controle MO,
em relacdo ao grupo Cg, ndo ocorreram alteragdes significativas, mesmo tendo
sido considerado um tempo de incubacgéo de 24 horas ap0s infeccao (figura 37
Hel).

Também foi realizado um co-cultivo nas mesmas condic¢des estabelecidas
no ensaio de fagocitose, para avaliar a possibilidade de uma interacdo direta
entre os dois microorganismos. Entretanto, nos tempos de 3 e 6 horas, nao foi
observado inibicdo do crescimento fungico pela bactéria, mostrando crescimento

de ambos nos tempos de 3 e 6 horas (figura 37 E).
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Figura 37: Ensaio de fagocitose in vitro, proliferacdo intracelular (IPR) e producéo de
espécies reativas (ROS e PRN) — realizados na presenca de S. aureus (Sa e Sa+Cq) e
realizados com S. aureus (Sa) inativada pelo calor (heat killed — HK) - SaHK. (A) Indice
fagocitico percentual apos 3h e 6h de incubagdo com C. gatti. (B) Relagdo da
proliferacdo intracelular (IPR) in vitro de C. gattii internalizados entre os tempos de 6 e
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3 horas. (C) e (D) Producéo de espécies reativas de oxigénio - ROS (C) e nitrogénio —
peroxinitrito - PRN (D) ap6s 6h de infecgéo por C. gattii. (F) indice fagocitico percentual
apos 3h e 24h de incubacdo com C. gattii (Cg). (G) Atividade fungicida dos macréfagos
apos incubacdo de 3 e 24 horas com PaHK e/ou Cg. (H) e (I) Producéo de espécies
reativas de oxigénio - ROS (H) e nitrogénio - PRN (I) apds 24h de infec¢do por PaHK
e/ou Cg. Foram formados grupos de macréfagos BMDMs infectados somente com C.
gattii (grupo Cg); infectados com C. gattii apos infecgéo prévia com Sa (grupo Sa+Cg) e
infectados somente com Sa (grupo Sa); infectados com C. gattii apds infeccéo prévia
com SaHK (grupo SaHK+Cg), infectados somente com SaHK (grupo SaHK) grupo
controle somente macr6fagos BMDMs (grupo MO0). *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 e
****%n<0.0001 diferencas estatisticas em relacdo ao grupo MO e # diferenca estatistica
qguando comparado ao grupo Cg. (E) Co-cultivo realizado entre Sa X Cg — perfil de
crescimento de Sa e Cg quando co-cultivados nos tempos de 3 e 6 horas. *p<0.05
guando comparados os crescimentos de Sa ou Cg entre 3 e 6 horas.

A fagocitose por macrofagos e neutrdéfilos é o principal mecanismo pelo
qual a infeccdo por S. aureus é controlada pelo hospedeiro. Entretanto, a
literatura vem mostrando que essas ceélulas constituem um importante
reservatério para essa bactéria, garantindo a sobrevivéncia, a disseminagéo e
inclusive conferindo resisténcia aos antibioticos. Dessa forma, essas bactérias
podem também induzir mecanismos citoprotetores, alterando a expressao
génica dos macréfagos e alterando o recrutamento de neutréfilos para o local da
infeccdo, de forma semelhante a alguns parasitas intracelulares obrigatérias. Os
mecanismo fagociticos estabelecidos durante a infeccdo por S. aureus, ainda
nao estdo bem esclarecidos (GREENLEE-WACKER et al., 2014; KOZIEL et al.,
2009; ROWE et al., 2020).

Os ensaios de fagocitose, nas condicbes realizadas, ndao contribuiram
para elucidar os efeitos observados na progressao da criptococose como
infeccdo secundaria a Sa, uma vez que ndo foram observados aumento na
atividade fungicida dos macrofagos. Entretanto, esses ensaios deverdo ser
realizados sob outra perspectiva, como por exemplo na presenca de opsoninas

ou em tempos de incubagao mais prolongados.
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7.8 Andlise NAG, MPO nos pulmdes dos animais coinfectados.

A dosagem de NAG no tecido pulmonar mostrou um aumento significativo
no influxo de macréfagos no grupo coinfectado, quando comparado ao grupo Cg,
especialmente nos tempos de 1 e 3 dias ap0s a inoculacdo de Cg (figura 38 A).
Com relacéo ao influxo de neutrdfilos (figura 38 B), a dosagem de MPO mostrou-
se aumentada para Cg e Pa+Cg em todos os tempos de infec¢do analisados,
destacando um influxo maior no décimo dia. Essas andlises corroboraram com

o perfil celular observado no LBA.
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Figura 38: Analise de NAG e MPO no tecido pulmonar: nimero relativo de macroéfagos
(A) e neutrofilos (B) foram determinados indiretamente pela quantificacdo da atividade
das enzimas NAG e MPO, respectivamente. ANOVA/Newman-Keuls multiple
comparisons test: *p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001: diferencas estatisticas quando
comparados com o grupo NI; # diferencas estatisticas quando comparados 0s grupos
Cg X Sa+Cg. Sa: grupo infectado com S. aureus e eutanasiado 3 dias ap0s inoculagéo
da bactéria; Cg: grupo infectado com C. gattii; Sa+Cg: grupo infectado com S. aureus 3
dias antes da infeccao com C. gattii. Cg e Sa+Cg (1d, 3d e 10d): eutanasia realizada 1
dia, 3 dias e 10 dias ap0s a inoculagéo do fungo.

Ainda estdo sendo realizadas analises dos mediadores inflamatérios, com
0 objetivo de compreender os efeitos observados durante a infeccao por Cg
seguida de Sa, com perspectivas de esclarecer o0s mecanismos responsaveis

pelo atraso na letalidade, contituindo um fator protetivo.
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8 Sumaério dos Resultados — Sa X Cg

De forma semelhante aos resultados obtidos com P. aeruginosa (Pa), a
infeccdo secundaria de Cg em animais previamente infectados com Sa
promoveu um atraso na morbidade e letalidade desses animais, ainda mais
significativo que o observado com Pa. Os animais coinfectados com Sa+Cg
apresentaram uma média de sobrevida duas vezes maior que na coinfec¢cao com
Pa+Cg. O que também foi associado a uma reducdo da carga fungica e atraso

na transmigracao do fungo para o SNC.

O atraso na letalidade observado foi restrito nos animais infectados com
Sa nos tempos de um, quatro e sete dias antes da inoculacao do fungo, tempos
gue coincidiram com a presenca de carga bacteriana recuperada nos pulmdes.
Também foi necessario a presenca da bactéria metabolicamente ativa. A
inativacdo pelo calor ndo reproduziu os efeitos observados na sobrevida dos
animais. Nos ensaios de fagocitose, nas condicfes realizadas, ndo foram
observados aumento da atividade fungicida dos macréfagos na presenca da
bactéria metabolicamente ativa ou inativada pelo calor, nem deteccao dos niveis

de ROS e PRN diferentes dos encontrados no grupo Cg.

Entretanto, o perfil de recrutamento celular encontrado no LBA, que foi
confirmado pela dosagem de NAG e MPO no tecido pulmonar, mostrou uma
alteracdo no recrutamento de celular, com predominio de células
mononucleadas reativas no grupo coinfectado, sugerindo que, de fato, Cg sendo
introduzido num ambiente com uma resposta imune inata ja bem estabelecida,
foi mais eficientemente contido. As analises dos mediadores inflamatorios e perfil

de células envolvidos nessa resposta estdo em andamento.
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9 CONCLUSOES

» A infeccdo secundaria por Cg em animais previamente infectados com a
bactéria Pa ou com Sa provocou um atraso na morbidade e na letalidade
desses animais, devido a uma reducdo da carga fangica e atraso na

transmigracao do fungo para o SNC.

» Pa é capaz de reduzir a morbidade e letalidade da criptococose por um
mecanismo que envolve alteracdo do perfil de recrutamento de
macrofagos e neutrofilos e producdo de espécies reativas de nitrogénio,
além de estabelecer relagbes antagdnicas com Cg no microambiente
pulmonar, conferindo & infeccdo prévia por Pa como um fator de
contencédo de Cg, retardando o desenvolvimento da criptococose por um

mecanismo dependente de iINOS.

> A coinfec¢cdo de Cg com Sa também reduziu morbidade e letalidade da
criptococose, porém 0s mecanismos ainda estdo sendo investigados. O
grupo coinfectado também apresentou alteracéo do perfil de recrutamento
de macrofagos e neutréfilos e os mediadores inflamatérios estdo sendo
investigados.

» Este estudo € pioneiro em demonstrar um modelo experimental in vivo de
coinfeccao entre as bactérias P. aeruginosa e S. aureus e o fungo C. gattii
e, certamente, contribuiu ampliando a compreensao da patogénese da
criptococose, além de fornecer novos modelos experimentais. Tem a
perspectiva de incentivar novas pesquisas que venham ampliar a
compreensao das interagOes estabelecidas entre os diferentes reinos, e,
como consequéncia, contribuir na descoberta de novos alvos para a acao

de drogas ou “desarme” dos patdgenos.
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ANEXO 1

Protocolo de aprovacéo pela Comissdo de Etica no uso de animais
CEUA 77/2018

Para: das@ufmg.br, dasufmg@gmail.com

De: ceua@prpqg.ufmg.br

Data: 07/05/2018 03:05 PM

Assunto: Decisdo Final - Aprovado - Protocolo CEUA: 77/2018 (CEUA-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta € uma mensagem automética do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na
situacdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 77/2018

Titulo do projeto: Caracterizacdo da influéncia das bactérias Saphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes e Pseudomonas aeruginosa na progressao da
criptococose murina experimental.

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Daniel de Assis Santos

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Microbiologia

Situacdo atual: Decisé&o Final - Aprovado

Aprovado com recomendac¢éo na reunido do dia 07/05/2018. Validade: 07/05/2018 a
06/05/2023 Prezado(a) pesquisador(a) o biotério onde sua pesquisa sera realizada
ndo esta com cadastro e credenciamento finalizado no novo site do
CIUCA/CONCEA. Solicitamos informar ao responsavel pelo biotério para concluir o
cadastro, porque em breve somente poderemos aprovar 0s que estiverem
devidamente cadastrados e credenciados.

Belo Horizonte, 07/05/2018.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite _ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antbénio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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