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RESUMO 

 

O vírus Influenza A (IAV) afeta milhões de pessoas anualmente e predispõe a infecções 

bacterianas secundárias. A inalação de fungo pertencente ao complexo Cryptococcus 

causa inicialmente doença pulmonar com posterior meningoencefalite criptocócica. A 

doença pulmonar subjacente é um forte fator de risco para o desenvolvimento de 

criptococose por C. gattii, embora o efeito da infecção concomitante com IAV não 

tenha sido estudado. Diante do exposto, desenvolvemos um modelo in vivo de 

coinfecção por Influenza A H1N1 e C. gattii. A coinfecção resultou em um significativo 

aumento na morbidade e letalidade precoce da criptococose. A infecção concomitante 

do vírus influenza A e C. gattii resultou no aumento de lesões histopatológicas 

pulmonares e da carga fúngica no SNC, quando os animais foram infectados na fase de 

multiplicação do vírus Influenza. Além disso, a presença do IAV modifica a resposta 

inflamatória no hospedeiro, com maior recrutamento de neutrófilos e macrófagos no 

local da infecção. IAV também resultou na indução da produção de interferons do tipo I 

(IFN-α4/β), mas levou a diminuição significativa dos níveis de IFN-γ, o que pode estar 

associado com o comprometimento da resposta imune frente à infecção por 

Cryptococcus durante a coinfecção. Ainda, a levedura apresenta modificações em sua 

estrutura durante a coinfecção, com maior tamanho celular e capsular, e se torna mais 

eletronegativa. Além disso, a atividade dos macrófagos fica prejudicada, com 

diminuição da fagocitose, menor produção de ROS e menor atividade fungicida de 

macrófagos infectados com IAV, resultando em aumento da proliferação intracelular do 

fungo no interior de macrófagos, mesmo após indução por IFN-γ. Todas essas 

alterações sucedidas à coinfecção auxiliam o fungo em sua sobrevivência no hospedeiro 

e aumentam sua virulência durante a coinfecção. Em conclusão, a infecção pelo vírus 

Influenza A deve ser considerada um fator de risco para criptococose, agravando o 

quadro da doença e culminando na letalidade precoce de camundongos coinfectados. 

Logo, este estudo é essencial para compreensão da interação entre esses agentes 

infecciosos e o hospedeiro durante coinfecções. 

 

Palavras chaves: Criptococose, Cryptococcus gattii, vírus Influenza A H1N1, 

coinfecção, fator de risco. 

 



6 

 

ABSTRACT 

 

Influenza A virus (IAV) infects millions of people annually and predisposes to 

secondary bacterial infections. Inhalation of fungi within the Cryptococcus complex 

causes pulmonary disease with secondary meningo-encephalitis. Underlying pulmonary 

disease is a strong risk factor for development of C. gattii cryptococcosis though the 

effect of concurrent infection with IAV has not been studied. We developed an in vivo 

model of Influenza A H1N1 and C. gattii coinfection. Coinfection resulted in a major 

increase in morbidity and mortality, with severe lung damage and a high brain fungal 

burden when mice were infected in the acute phase of influenza multiplication. 

Furthermore, IAV alters the host response to C. gattii, leading to recruitment of 

significantly more neutrophils and macrophages into the lungs. Moreover, IAV induced 

the production of type 1 interferons (IFN-α4/β) and the levels of IFN-γ were 

significantly reduced, which can be associated with impairment of the immune response 

to Cryptococcus during coinfection. In addition, the yeast presents morphological 

modifications during coinfection with increase of capsule and cell body, and higher 

electronegativity. Phagocytosis, killing of cryptococci and production of reactive 

oxygen species (ROS) by IAV-infected macrophages were reduced, independent of 

previous IFN-γ stimulation, leading to increased proliferation of the fungus within 

macrophages. In conclusion, IAV infection is a predisposing factor for severe disease 

and adverse outcomes in mice coinfected with C. gattii. 

 

Keywords: Cryptococcosis, Cryptococcus gattii, Influenza A H1N1 virus, coinfection, 

risk factor.  
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1 REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Criptococose e Cryptococcus spp 

A criptococose é uma infecção fúngica sistêmica com uma distribuição 

geográfica universal, embora os casos clínicos sejam mais frequentes na África, Ásia e 

América (Negroni, 2012; Cogliati, 2013; Chen, Meyer e Sorrell, 2014). São estimados 

mais de 223 mil casos de meningite criptococócica por ano em todo o mundo, 

resultando em cerca de 180 mil mortes anualmente (Rajasingham et al., 2017). Além 

disso, a criptococose é responsável por 15 a 17% dos óbitos de pacientes com AIDS 

(Williamson et al., 2017; Rajasingham et al., 2017). Sua incidência varia em diferentes 

partes do planeta apresentando-se entre 5 a 10% na Europa Ocidental e Estados Unidos 

da América (EUA) e mais de 20% na África Central e leste da Ásia (Larsen et al., 2004; 

Mitchell e Perfect, 1995). De acordo com Pappalardo e Melhem (2003), no Brasil a 

letalidade da infecção criptocócica com ou sem condição predisponente, situa-se entre 

45% a 65%. 

A criptococose ocorre com maior frequência em adultos, especialmente em 

indivíduos do sexo masculino (McClelland et al., 2013), a maior prevalência nesse sexo 

pode ser atribuída a maior exposição dos homens ao reservatório ambiental do fungo, 

influências hormonais e/ou predisposição genética (Chen et al., 2000). Recentemente, 

McClelland e colaboradores (2013) sugeriram que a interação entre Cryptococcus 

neoformans e a testosterona poderia resultar na maior incidência em homens 

(McClelland et al., 2013). Cryptococcus spp. pode também infectar animais como cães, 

gatos, animais migratórios como botos e golfinhos, além de animais nativos como os 

coalas na Austrália, porém nenhuma transmissão de criptococose entre animais ou seres 

humanos foi relatada (Lin e Heitman, 2006; Springer e Chaturvedi, 2010).  

A doença é causada por leveduras capsuladas do gênero Cryptococcus 

pertencentes ao filo Basidiomycota (Butts et al., 2013; Almeida et al., 2015). São 

conhecidas aproximadamente 80 espécies de Cryptococcus, das quais Cryptococcus 

neoformans e Cryptococcus gattii destacam-se como os agentes etiológicos mais 

comuns da criptococose humana e em animais (Li e Mody, 2010; Chen, Meyer e 

Sorrell, 2014). Adicionalmente, outras espécies, como C. albidus e C. laurentii, podem 

raramente causar doença em pacientes com imunidade comprometida (Li e Mody, 

2010). A maioria das espécies de Cryptococcus são não-fermentadoras, hidrolisam 

amido, assimilam inositol e produzem urease. Estas, assim como as características 
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morfológicas da cápsula e a rara presença de pseudohifas, as distinguem de outras 

leveduras clinicamente importantes (Mitchell e Perfect, 1995). 

A criptococose foi diagnosticada pela primeira vez por Busse and Buschke em 

uma mulher no ano 1894 (Busse, 1894; Buschke, 1895), e o agente etiológico foi 

inicialmente identificado como Saccharomyces neoformans. Somente em 1901 esse 

patógeno foi classificado no gênero Cryptococcus pela ausência de ascósporos e o 

primeiro relato de criptococose meningoencefálica ocorreu em 1905 por von 

Hansemann (Hansemann, 1905; Mitchell e Perfect, 1995; Negroni, 2012). Já o C. 

neoformans var gattii foi primeiramente descrito depois de ser isolado de um paciente 

com leucemia em 1970 (Vanbreuseghem e Takashio, 1970; Bovers, Hagen e Boekhout, 

2008; Ma e May, 2009). 

Até recentemente C. neoformans e C. gattii eram classificados como variedades 

da mesma espécie, atualmente esses dois fungos são consideradas espécies distintas, 

principalmente devido à descoberta de sua forma sexual (Chaturvedi e Chaturvedi, 

2011), denominadas Filobasidiella neoformans e Filobasidiella bacillispora, 

respectivamente. Além disso, inúmeras diferenças já evidenciavam sua separação em 

duas espécies, tais como distribuição geográfica, nichos ecológicos, epidemiologia, 

características bioquímicas, moleculares, patogenia e quadros clínicos (Cogliati, 2013). 

Adicionalmente, estudos moleculares demonstraram que essas duas espécies evoluíram 

filogeneticamente em duas entidades distintas a aproximadamente 37,5 milhões de anos 

(Byrnes III, 2011). 

A separação antigênica das linhagens de Cryptococcus nos cinco sorotipos (A; 

B; C; D e o híbrido AD) é realizada com base nas diferenças estruturais do 

polissacarídeo capsular glucoronoxilomanano (GXM; composto por ácido glucurônico, 

xilose e manose), que constitui cerca de 90% da cápsula dessa levedura (Nishikawa et 

al., 2003; Shun e Mody, 2010). Portanto, baseado em estudos filogenéticos e diferenças 

antigênicas da cápsula, essas espécies se classificam em C. neoformans sorotipos A (C. 

neoformans var. grubii), D (C. neoformans var. neoformans) e A/D, enquanto C. gattii 

é classificado em sorotipos B e C (Voelz e May, 2010, Kronstad et al., 2011; Cogliati, 

2013; Chen, Meyer e Sorrell, 2014).  

O complexo de espécies C. neoformans-C. gattii é ainda subdividido em nove 

principais tipos moleculares ou genótipos. C. neoformans var. grubii corresponde aos 

tipos moleculares VNI, VNII e VNB; C. neoformans var. neoformans corresponde ao 

genótipo VNIV e o hibrido AD corresponde ao tipo molecular VNIII. Já a espécie C. 
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gattii corresponde a quatro tipos moleculares distintos: VGI, VGII, VGIII e VGIV (Ma 

e May, 2009; Engelthaler et al., 2014), nos quais, VGI e VGII são os tipos moleculares 

mais prevalentes, enquanto, VGIII e VGIV são mais raros (Chayakulkeere e Perfect, 

2006; Engelthaler et al., 2014). Essa classificação está mais bem detalhada na figura 1. 

Mesmo após muitos anos de estudos fenotípicos e de genética molecular, surgiu 

em 2015 uma nova proposta para revisão taxonômica do complexo de espécies de 

Cryptococcus (Hagen et al., 2015). As duas variedades atualmente dentro do complexo 

C. neoformans foram elevadas para o nível de espécies, e o mesmo foi feito para cinco 

genótipos dentro do complexo de C. gattii. Resultando no reconhecimento de sete 

espécies distintas no complexo Cryptococcus gattii / Cryptococcus neoformans, sendo 

elas Cryptococcus neoformans, Cryptococcus deneoformans, Cryptococcus gattii, 

Cryptococcus bacillisporus, Cryptococcus deuterogattii, Cryptococcus tetragattii e 

Cryptococcus decagattii (Hagen et al., 2015). Porém, o caso de múltiplas espécies 

patogênicas no gênero Cryptococcus tem levado a um grande debate a respeito do tema, 

devido a algumas questões, tais como, o fato de que a proposta taxonômica pode ser 

prematura; as novas espécies não podem ser identificadas usando apenas testes 

fenotípicos; e os novos nomes das espécies ainda são confusos (Kwon-Chung et al., 

2017). Porém, a nova nomenclatura ainda não está totalmente definida e recentemente 

Hagen e colaboradores (2017) destacam a importância da resolução da nomenclatura 

fúngica. 

 

Figura 1: Sorotipos e genótipos de C. gattii e C. neoformans. (Fonte: Chaturvedi e Chaturvedi, 2011) 
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Nesse contexto, C. gatti é encontrado principalmente em espécies arbóreas, 

associados a cascas, frutos e madeiras em decomposição. Este é considerado um 

patógeno primário emergente que causa criptococose sistêmica também em hospedeiros 

imunocompetentes (Li e Mody, 2010; Lester et al., 2011; Soares et al., 2011; Negroni, 

2012; Cogliati et al., 2016). C. neoformans, geralmente é encontrado no solo e em fezes 

de aves, como pombos (considerados hospedeiros intermediários), e também é 

associado a ocos de árvores em decomposição como C. gattii (Cogliati et al., 2016); este 

é considerado um patógeno oportunista por sua tendência em acometer indivíduos 

imunocomprometidos, particularmente aqueles infectados com HIV (Del Valle e Pina-

Oviedo, 2006; Li e Mody, 2010; Bielska and May, 2016). As duas espécies podem ser 

diferenciadas pela assimilação de malato ou glicina, resistência a canavanina, repressão 

da enzima desaminase de creatina por seu subproduto amônia e outras reações 

bioquímicas (Mitchell e Perfect, 1995). 

Baseado em estudos de caso em pacientes hospitalizados, os principais fatores 

de predisposição para infecções por C. gattii e C. neoformans são HIV, transplantes de 

órgãos, doenças linfoproliferativas, terapias imunossupressoras, altas doses de 

corticoesteróides, cirrose hepática descompensada, supressão imune mediada por 

células, doenças autoimunes, mas também pode afetar pacientes com pneumonia, outros 

distúrbios pulmonares e câncer invasivo (Li e Mody, 2010; Lin et al., 2015). Tais 

estudos excluem das suas análises pacientes com doenças infecciosas auto-limitantes 

como, por exemplo, infecções bacterianas facilmente tratadas e infecções virais 

(MacDougall et al., 2011; Pappas, 2013). Particularmente, de acordo com Pappas 

(2013), 17 a 22 % dos pacientes HIV negativos e não transplantados são considerados 

indivíduos saudáveis. Esses pacientes manifestam complicações mais graves e sequelas 

neurológicas permanentes, comparados àqueles com imunodeficiência (Pappas, 2013). 

Casos clínicos causados por C. gattii são presentes principalmente em regiões 

tropicais e subtropicais com incidência na zona temperada do sul da Austrália (Chen, 

Meyer e Sorrell, 2014) e em países da América Latina, com alta prevalência no Brasil, 

em destaque nas regiões Nordeste e Norte do país (Nishikawa et al., 2003; Pappalardo e 

Melhem, 2003; Chen, Meyer e Sorrell, 2014). Em contrapartida, a ocorrência de um 

surto no ano 1999 em Vancouver, Canadá, demostrou a expansão do nicho geográfico 

desse patógeno para regiões temperadas e, desde então esse patógeno emergente na 

América do Norte tem sido extensivamente estudado (Datta, Bartlett e Marr, 2009; 

Hoang, Philips e Galanis, 2011; Marr, 2012; Engelthaler et al., 2014). A incidência dos 
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casos clínicos nessa epidemia entre os anos de 1999 a 2003 foi 37 vezes maior que o 

observado na Austrália, onde C. gattii é endêmico (Chen et al., 2000; Kidd et al., 2004). 

A figura 2 demonstra a distribuição geográfica dos isolados de C. neoformans e 

C. gattii na América Central e América do Sul, bem como seus respectivos tipos 

moleculares. O Brasil merece importância em relação ao Cryptococcus spp., visto que 

entre os isolados do complexo de espécies de Cryptococcus relatados na América 

Central e do Sul, 53% foram relatados no Brasil (Cogliati, 2013). Além disso, todos os 

sorotipos e tipos moleculares de C. neoformans e C. gattii, com exceção do tipo VGIV, 

são encontrados no Brasil (Nishikawa et al., 2003; Trilles et al., 2008). É importante 

ressaltar que a criptococose foi a maior causa de mortalidade ocasionada por micoses 

sistêmicas no Brasil em 2010, e foi responsável pelo maior número de internações 

hospitalares no período de 2000 a 2007 considerando estas micoses, de acordo com o 

Sistema de Informações sobre Mortalidade (SIM), Ministério da saúde, Brasil (2013). 

    

 
Figura 2: Distribuição geográfica e tipos moleculares dos isolados de C. neoformans e C. gattii na 

América Central e América do Sul. (Fonte: Adaptado de Cogliati, 2013) 
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Acredita-se que a infecção por Cryptococcus spp. seja adquirida pela inalação de 

basidiósporos ou células dessecadas da levedura, denominados propágulos infecciosos, 

que se depositam nos alvéolos devido ao seu pequeno tamanho (1-3 μm), 

comprometendo inicialmente o pulmão (Retini et al., 2001; Kronstad et al., 2011; Lester 

et al., 2011). A partir de então, o fungo pode disseminar-se via hematogênica para 

outros órgãos, tais como, cérebro, fígado, pele, próstata, trato urinário, olhos, miocárdio 

e ossos, embora os dois principais órgãos acometidos pela criptococose são os pulmões 

e o cérebro (Severo et al., 2009). A disseminação para o sistema nervoso central (SNC) 

é comum e uma consequência do número de organismos inalado, virulência da 

linhagem e do estado imune do hospedeiro (Lester et al., 2011), induzindo quadros de 

encefalite, meningite e meningoencefalite, que são os sintomas mais graves da 

criptococose (Datta, Bartlett e Marr, 2009; Chen, Meyer e Sorrell, 2014). Essas 

manifestações causam alta morbidade neurológica devido à hipertensão intracraniana 

associada, o que pode levar o indivíduo até ao óbito (Franco-Paredes et al., 2015). 

Comparado a C. neoformans, infecções por C. gattii geralmente levam a uma 

maior incidência de lesões granulomatosas (criptococomas) no pulmão e cérebro 

(Perfect, 2012), com mais casos de lesões cerebrais e hidrocefalia, além de apresentar 

sintomas mais prolongados e estar mais associado com sequelas neurológicas, cuja 

morbidade é aumentada devido à baixa e mais lenta resposta a terapia com antifúngicos 

(Datta, Bartlett e Marr, 2009; Chen, Playford e Sorrell, 2010). 

Para que Cryptococcus alcance o SNC, o fungo deve em primeiro lugar 

conseguir vencer a barreira hematoencefálica (BBB, sigla do ingês blood-brain barrier), 

que protege o organismo de agentes infecciosos e tóxicos circulantes na corrente 

sanguínea (Vu et al., 2014). Embora o mecanismo para este neurotropismo ainda não 

seja totalmente compreendido, Cryptococcus atravessa a BBB diretamente pelo 

mecanismo de transcitose, ou dentro de macrófagos que atuariam como “Cavalo de 

Tróia”, como mostrado na figura 3 (Del Poeta e Casadevall, 2012; Coelho et al., 2013; 

Sorrell et al., 2016; Santiago-Tirado et al., 2017). Nesse último caso, macrófagos com 

células fúngicas internalizadas cruzam a BBB, evitando assim a exposição da levedura 

ao sistema imune do hospedeiro (Santiago-Tirado et al., 2017). Durante o mecanismo de 

trancitose, as células fúngicas podem exibir uma morfologia distinta, com diminuição 

de tamanho celular e cápsula e exibir um formato ovóide, apresentando um broto na 

superfície celular, sugerindo que uma mudança morfológica possa ocorrer para ajudar 

no processo de transmigração (figura 3) (Kronstad et al., 2011; Johnston e May, 2013). 
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Outro mecanismo, conhecido como “transferência lateral” consiste na 

capacidade de Cryptococcus infectar diretamente um macrófago a partir de outro sem 

que estes fungos estejam expostos ao ambiente extracelular (Ma e May, 2009; Kronstad 

et al., 2011). A migração paracelular também pode ocorrer, mas apenas depois da 

ruptura mecânica ou bioquímica das junções do endotélio cerebral da BBB, o que pode 

levar à abertura da BBB para facilitar a entrada no SNC (Vu et al., 2014). O tropismo 

para o SNC está relacionado principalmente à alta concentração de substratos no líquor 

assimiláveis pelo fungo, como tiamina, ácido glutâmico, carboidratos e minerais 

(Severo et al., 1999; Franco-Paredes et al., 2015), além da presença abundante de 

catecolaminas, substâncias que podem ser usadas pelo fungo para síntese de um 

importante fator de virulência, a melanina. Outra hipótese que justifica essa preferência 

pelo SNC é o fato dele servir como “refúgio” para o fungo contra a resposta imune do 

hospedeiro (Lin e Heitman, 2006; Franco-Paredes et al., 2015). 

 

 
Figura 3: Estratégias utilizadas por Cryptococcus para atravessar a barreira-hematoencefálica. (A) 

Cavalo de Tróia. (B) Transcitose. (Adaptado de Kronstad et al., 2011) 

 

1.1.1 Fatores de virulência 

A patogênese da criptococose é multifatorial e, sem dúvida, envolve a ação 

conjunta de vários fatores de virulência para representar um fenótipo virulento (Kozel, 

1995; Ma e May, 2009). Ao contrário das potentes toxinas produzidas por muitos 

agentes patogênicos bacterianos, Cryptococcus spp. não parece gerar produtos 



20 

 

notoriamente tóxicos que contribuem diretamente para sinais e sintomas da criptococose 

(Kozel, 1995). As contribuições da maioria dos fatores de virulência conhecidos para o 

processo da doença são sutis e, em muitos casos, estão relacionados com a melhor 

sobrevivência da levedura no hospedeiro (Hoang, Philips e Galanis, 2011). 

Existem diversos fatores de virulência que ajudam C. neoformans e C. gattii se 

tornar patógenos de sucesso. O polissacarídeo capsular, a síntese de melanina, a 

tolerância térmica, a capacidade para combater os danos oxidativos do hospedeiro, a 

reprodução sexuada através do mating-type, as estratégias para parasitar fagócitos e 

mecanismos para romper a barreira hematoencefálica são fundamentais para a 

virulência (Tantisiriwat e Powderly, 2004; Chaturvedi e Chaturvedi, 2011; Hoang, 

Philips e Galanis, 2011). Vários metabólitos da levedura, como acetoína e 

dihidroxiacetona, desempenham um papel secundário na virulência, como inibição da 

função de neutrófilos (Lester et al., 2011). 

A cápsula é considerada o principal fator de virulência desses fungos, e também 

responsável por diversos efeitos inibitórios sobre a resposta imune. Segundo Kozel 

(1995), a cápsula polissacarídea foi o primeiro fator de virulência de Cryptococcus spp. 

a ser definitivamente relacionado com a capacidade de produzir a doença. A mesma é 

constituída por uma rede de polissacarídeos, onde a glucoronoxilomanana (GXM) é o 

componente majoritário com cerca de 90% da cápsula de Cryptococcus, em menores 

quantidades a galactoxilomanana (GalXM) e manoproteínas também são encontradas no 

envelope celular (Zaragoza et al., 2008; Urai et al., 2016). O tamanho da cápsula varia 

de acordo com o genótipo e condições de crescimento, normalmente as leveduras 

apresentam pequenas cápsulas quando no ambiente e cápsulas espessas durante a 

infecção (Bovers, Hagen e Boekhout, 2008; Urai et al., 2016). 

Em geral, células encapsuladas são menos fagocitadas ou mortas por neutrófilos, 

monócitos ou macrófagos no mesmo grau como as células não capsuladas (Bovers, 

Hagen e Boekhout, 2008). Outro importante papel da cápsula é sua capacidade de 

aderência, e ainda os antígenos capsulares ajudam na remoção das selectinas de 

superfícies endoteliais, inibindo assim a migração de neutrófilos para o tecido, o que 

favorece a infecção nos pulmões (Lester et al., 2011). 

A síntese de melanina é catalisada pela enzima lacase e pode ocorrer quando 

catecolaminas estão presentes (Kronstad et al., 2011). No ambiente, a melanina confere 

proteção contra altas temperaturas, radiações ultravioletas, congelamento e 

descongelamento das células (Brown, Campbell e Lodge, 2007). As leveduras 
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melanizadas são menos susceptíveis aos agentes oxidantes, aos fagócitos, à ação dos 

antifúngicos e modifica a resposta imune, acentuando a virulência do fungo 

(Tantisiriwat e Powderly, 2004; Nosanchuk, Stark e Casadevall, 2015). A importância 

deste pigmento está relacionada ao neurotropismo de C. gattii, uma vez que o SNC é 

rico em dopamina, que serve como substrato para a síntese de melanina (Lin e Heitman, 

2006; Nosanchuk, Stark e Casadevall, 2015). Além disso, a capacidade de crescer a 

37°C, temperatura fisiológica do hospedeiro, é essencial para o patógeno (Hoang, 

Philips e Galanis, 2011). C. neoformans e C. gattii são os únicos Tremellales que 

podem crescer otimamente acima de 30°C e mutantes de C. neoformans sensíveis à 

temperatura possuem virulência atenuada (Bovers, Hagen e Boekhout, 2008). 

Espécies reativas de oxigênio (ROS) são produtos finais do metabolismo de 

células do sistema imune, que possuem a função de eliminar os agentes invasores. Para 

escapar dessa ação do hospedeiro, Cryptococcus apresenta um sistema detoxificante de 

ROS, que incluem enzimas superóxido dismutase (SOD1 e SOD2), catalases e 

peroxidases (Chaturvedi e Chaturvedi, 2011; Almeida, Wolf e Casadevall, 2015). A 

catalase e a peroxidase convertem peróxido de hidrogênio em água e oxigênio 

molecular e são enzimas antioxidantes importantes para a virulência, além de 

contribuírem para a menor susceptibilidade de C. gattii aos agentes antifúngicos 

(Ferreira et al., 2013). Outras características como produção de urease, fosfolipases, 

manitol e proteinases também tem sido associadas à virulência deste patógeno (Ma e 

May, 2009; Kronstad et al., 2011; Almeida, Wolf e Casadevall, 2015). 

1.1.2 Tratamento 

O tratamento das micoses sistêmicas é problemático em comparação com 

infecções bacterianas, pois o número de antifúngicos disponível é pequeno, com 

dificuldade na produção e muitos efeitos colaterais, além disso, existe a possibilidade de 

resistência (Blanco e Garcia, 2008). Três classes de medicamentos são os mais 

utilizados no tratamento da criptococose: polienos, triazóis e análogos de nucleosídeos. 

Os polienos incluem a anfotericina B e suas formulações. Os triazóis incluem o 

fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol. Na classe dos análogos 

nucleosídicos, a 5-fluocitosina é a mais conhecida (Blyth, Palasathiran e O‟Brien, 2007; 

Butts et al., 2013). 

A anfotericina B é um polieno que age diretamente no ergosterol da membrana 

citoplasmática fúngica formando poros com desestabilização da mesma, o que aumenta 
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a permeabilidade e culmina em lise celular e morte do microrganismo (Pammi, 2012). 

Até 1955, a criptococose era invariavelmente fatal, com o aparecimento da anfotericina 

B, antibiótico produzido pelo Streptomyces nodosus de poder fungicida evidente, este 

aspecto modificou-se e sua ação anticriptocócica tem sido demonstrada (Reis-filho et 

al., 1985). Apesar de ser um dos principais agentes para o tratamento da criptococose, a 

anfotericina B pode interagir com o colesterol da membrana celular dos mamíferos, 

causando efeitos adversos em 80% dos pacientes, como a nefrotoxicidade, que restringe 

seu uso em paciente com complicações renais (Nooney, Matthews e Burnie, 2005). 

Com quadros de toxicidade bem evidentes, em especial a nefrotoxicidade, várias 

formulações foram desenvolvidas para minimizar os efeitos colaterais produzidos pela 

anfotericina B (Spellberg, Filler e Edwards Jr., 2006; Testoni, Smith e Benjamin Jr., 

2012). As formulações a base de anfotericina B (lipossomal, complexo lipídico e 

dispersão coloidal) possuem a capacidade de oferecer maior dose com menores níveis 

de toxicidade, porém são significativamente mais caras; são reservadas para pacientes 

com reações de tolerância à infusão ou disfunção renal durante a administração da 

anfotericina B convencional (desoxicolato) e devem ser evitadas em infecções que 

envolvam o trato urinário (Blyth, Palasathiran e O‟Brien, 2007; Pammi, 2012). 

Na classe de antifúngicos conhecida como azóis, caracterizam-se drogas 

responsáveis por inibir a biossíntese do ergosterol, predominante na membrana 

plasmática dos fungos, possuindo duas subclasses: imidazóis (miconazol, cetoconazol), 

e triazóis (fluconazol, itraconazol, voriconazol) (Proia, 2006). Os últimos têm superado 

os primeiros para o tratamento de infecções devido à sua maior eficácia e baixa 

toxicidade (Shanon e Sorrel, 2007). Tais antifúngicos atuam inibindo a enzima fúngica 

dependente do citocromo P-450, lanosterol 14alfa-desmetilase, que está envolvida na 

síntese de ergosterol (Proia, 2006). A inibição desta enzima leva ao acúmulo de 

precursores do ergosterol, que são tóxicos e inibem o crescimento celular e gera uma 

membrana com estrutura e função alterada, diminuição da viabilidade do ergosterol e 

alteração da permeabilidade celular (Casalinuovo, Di Francesco e Garaci, 2004). 

O fluconazol é um triazol de primeira geração com ação fungistática e um dos 

antifúngicos mais prescritos em todo mundo; possui boa tolerabilidade sendo 

considerado seguro, com boa atividade clínica contra Cryptococcus spp. (Santos Jr. et 

al., 2005). O fluconazol é de extrema importância para a terapia anticriptocócica, já que 

apresenta alta eficácia, menor toxicidade, administração oral e parenteral, estabilidade 
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metabólica, facilidade de distribuição nos líquidos corpóreos, além ser eliminado via 

excreção renal (Casalinuovo, Di Francesco e Garaci, 2004; Fica, 2004). 

Vários relatos de cura têm feito com que o fluconazol seja empregado no 

tratamento das diversas formas clínicas da criptococose (Santos Jr. et al., 2005). Além 

disso, é o único com penetração adequada no sistema nervoso central, durante o 

tratamento da meningoencefalite (Perfect e Durack, 1985). Esses fatores fazem com que 

o fluconazol seja a droga de escolha para manutenção do tratamento da criptococose a 

longo prazo e em casos iniciais de doença pulmonar ou local (Saag et al., 2000; 

Casalinuovo, Di Francesco e Garaci, 2004). A utilização do itraconazol tem-se mostrado 

uma ferramenta auxiliar no tratamento da criptococose. Este é utilizado no tratamento 

da criptococose pulmonar, e também administrado em combinação com anfotericina B 

nas formas disseminadas (Chayakulkeere e Perfect, 2006). 

Em contrapartida, um dos problemas quanto à administração prolongada de 

azólicos, como o fluconazol, é o desenvolvimento de resistência (Revankar et al., 2004). 

O fluconazol apesar de vantajoso para terapia anticriptocócica vem sendo relatado em 

casos de resistência adquirida por alguns fungos como C. neoformans e C. gattii (Corrêa 

et al., 1999). Apesar de bem tolerados, os triazólicos antifúngicos tem significativo 

potencial de interações medicamentosas por meio da sua interferência com o 

metabolismo oxidativo da citocromo P-450 (Groll e Kolve, 2004). 

1.2 Influenza A 

Os vírus Influenza pertencem à família Orthomyxoviridae, são classificados em 

três tipos A, B e C, e são vírus envelopados de forma esférica ou filamentosa (Tong et 

al., 2013). Viroses causadas por influenza A infectam uma grande variedade de espécies 

de aves e mamíferos, incluindo o ser humano. Ao contrário, somente um subtipo do 

vírus influenza B é conhecido por infectar humanos, o que diminui as chances de 

pandemias por influenza B, embora eles possam causar doença respiratória grave. 

Quanto a viroses causadas por influenza C, que é o tipo menos estudado, este pode 

causar leve doença respiratória no homem e em alguns animais (Arias et al., 2009). 

No que se refere ao vírus influenza A, seu genoma viral é caracterizado por 8 

segmentos de RNA de fita única com polaridade negativa (Bouvier e Palese, 2008). E 

de acordo com características antigênicas, os vírus influenza A ainda se subdividem em 

diferentes subtipos, devido a duas glicoproteínas de superfície, são elas a hemaglutinina 

(subtipos H1-H18) e neuraminidase (subtipos N1-N11) (Tong et al., 2013). A 
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hemaglutinina (HA) é a proteína responsável pela fixação do vírus ao receptor celular 

(as moléculas de ácido siálico) e penetração na célula hospedeira, e é o principal 

antígeno do vírus (Krammer e Palese, 2015). A neuraminidase (NA) atua removendo o 

ácido siálico que recobre as células epiteliais do trato respiratório (onde o vírus 

influenza se multiplica) e do próprio vírus, evitando assim a aglutinação das partículas 

virais entre si e facilitando a sua propagação no meio extracelular (Bouvier e Palese, 

2008). 

A partícula viral de Influenza A (figura 4) tem um envelope lipídico, no qual três 

proteínas virais estão inseridas, as glicoproteínas já mencionadas acima (hemaglutinina 

e neuraminidase) e pequenas quantidades de uma proteína transmembrânica M2 (Wang 

e Palese, 2009). Essa bicamada lipídica contendo HA, NA e M2 envolve uma camada 

proteica interna formada pela proteína de matriz M1, que por sua vez engloba o genoma 

viral. O genoma encontra-se em associação com nucleoproteínas e pequenas 

quantidades das proteínas PB1, PB2 e PA, formando o complexo RNA polimerase 

(Bouvier e Palese, 2008; Arias et al., 2009), responsável pela transcrição e replicação 

viral (Arranz et al., 2012). A proteína não estrutural NS1 também está presente no 

interior da partícula viral e é uma proteína multifuncional no processo de infecção viral. 

NS1, uma antagonista do interferon (IFN) do tipo I, desempenha um importante papel 

na infecção por restringir a resposta imune do hospedeiro (Schnitzler e Schnitzler, 2009; 

Zhang et al., 2014). 

 
Figura 4: Esquematização de uma partícula viral de Influenza A. (Adaptado de Wang e Palese, 2009) 
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A maioria das proteínas virais desempenha funções relacionadas com a 

formação do cenário de virulência nas viroses por influenza A. Por exemplo, as 

proteínas virais auxiliam na adaptação da infecção e transmissão entre novas espécies 

hospedeiras (que muitas vezes atuam como reservatório desses vírus), têm capacidade 

de modular a resposta imune e de se replicar eficientemente a baixas temperaturas, entre 

outras funções (Arias et al., 2009). As proteínas HA (fixação às células do hospedeiro), 

PB1-F2 (fator pró-apoptótico), PB2 (replicação viral) e NS1 (inibe IFN-I) são as mais 

bem caracterizadas com relação ao seu potencial patogênico (Schnitzler e Schnitzler, 

2009). Em outra vertente, temos duas proteínas associadas com o desenvolvimento de 

resistência a drogas antivirais, a NA e M2 (Arias et al., 2009).  

Também já é bem relatado que a virulência em influenza A pode ser diretamente 

influenciada pela troca de segmentos genômicos completos ou através de mutações 

pontuais em diferentes proteínas virais (Pinsent et al., 2016). Embora se suspeite de 

estarem associadas com o aumento da patogenicidade, algumas mutações não 

necessariamente alteram a antigenicidade do vírus ou sua susceptibilidade a drogas 

antivirais, nem parece proporcionar ao vírus o aumento de sua transmissibilidade 

(Girard et al., 2010). 

O ciclo de vida do vírus Influenza A (figura 5) pode ser dividido nas seguintes 

fases: a penetração do vírus (adsorção viral) na célula hospedeira (fixação, endocitose, 

fusão e desnudamento); entrada de ribonucleoproteínas virais (vRNPs) para o núcleo 

celular; replicação, transcrição e tradução do genoma viral; exportação dos vRNPs do 

núcleo para o citoplasma; e, por fim, montagem e brotamento na membrana plasmática 

para saída do vírus da célula hospedeira (Samji, 2009; Watanabe et al., 2010).  

Descrevendo resumidamente o ciclo viral, a infecção pelo vírus Influenza A 

começa com a fixação viral através da glicoproteínas HA a receptores da célula 

hospedeira, então, o vírus entra na célula por endocitose mediada por receptor. A 

acidificação do endossoma causa uma mudança conformacional na proteína HA viral, 

expondo um peptídeo de fusão que facilita a fusão das membranas do endossoma com a 

viral, liberando complexos RNPs virais no citoplasma da célula hospedeira (York e 

Fodor, 2013). O complexo vRNP é subsequentemente transportado para o núcleo, onde 

ocorrem a replicação e transcrição do genoma viral. O mRNA é agora exportado para o 

citoplasma para tradução das proteínas virais. As primeiras proteínas virais, isto é, 

aquelas necessárias para a replicação e transcrição, são transportadas de volta para o 

núcleo. No final do ciclo de multiplicação, as proteínas NS2 e M1 facilitam a 
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exportação de vRNPs recém-sintetizadas para fora do núcleo. A montagem da progênie 

viral ocorre na membrana plasmática e são liberadas por brotamento, e os novos vírus 

estão prontos para infectar novas células do hopedeiro (Neumann, Noda e Kawaoka, 

2009). 

 

 

Figura 5: Diagrama esquemático do ciclo de vida do vírus Influenza A. (Adaptado de Neumann, 

Noda e Kawaoka, 2009) 

 

Após o estabelecimento da infecção, o vírus influenza causa uma doença que 

pode variar em gravidade, desde infecções assintomáticas, passando por infecções 

respiratórias agudas do trato respiratório superior com resultado benigno e até infecções 

graves do trato respiratório inferior, cuja evolução é muitas vezes fatal. A gravidade das 

infecções causadas pelo vírus influenza está tanto relacionada a fatores de virulência 

virais, quanto àqueles ligados ao hospedeiro; mais especificamente à resposta excessiva 

ou desbalanceada do sistema imunológico (Kuiken et al., 2012). Por exemplo, a 

produção excessiva de citocinas e quimiocinas pode resultar no recrutamento excessivo 

de neutrófilos e células mononucleares para o sítio de infecção, resultando em lesões do 

tecido respiratório e piora do prognóstico do paciente (Garcia et al., 2013; Short et al., 

2014). A infecção de caráter benigno do vírus influenza A, geralmente estão associados 
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a sintomas, tais como, febre, tosse e dor de garganta, podendo apresentar manifestações 

gastrointestinais como diarreia e vômitos (Machado, 2009; Carneiro et al., 2010). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO, do inglês „World Health 

Organization’), a transmissão do vírus influenza em humanos normalmente ocorre nos 

meses de inverno, mas o momento exato e a duração da temporada do vírus variam por 

país e por ano. A temporada de influenza no hemisfério Sul pode começar em maio, 

mas normalmente têm picos em torno de agosto (WHO, 2015). Ainda segundo a WHO 

(2015), em 2015 no Brasil e na América do Sul tropical o vírus predominantemente 

encontrado foi o influenza A H3N2. Em menor escala, o vírus influenza A H1N1 

(pandêmico de 2009) e o influenza B também circularam por toda a América do Sul 

tropical, incluindo o Brasil. No nosso país, no ano de 2015, foram confirmados 11.092 

casos de infecções respiratórias agudas graves de Janeiro até o final de Setembro, quase 

30% menor em comparação a 2014 e a taxa de mortalidade por influenza nesse período 

foi de 0,07 a cada 100.000 pessoas (WHO, 2015). 

Diante disso, infecções pelo vírus Influenza são de grande interesse na saúde 

pública por causar significativa morbidade e mortalidade em todo o mundo (Arias et al., 

2009; Saxena et al., 2017). Estima-se que epidemias sazonais ocasionadas por este vírus 

é responsável por causar 2-5 milhões de casos graves de doença e até 250-500 mil 

mortes por ano no mundo. As taxas de infecções anuais globais podem acometer cerca 

de 5-10% adultos e 20-30% crianças (Krammer e Palese, 2015). Além das epidemias 

sazonais que ocorrem anualmente, os vírus Influenza causam pandemias em intervalos 

irregulares que ocasionam mortes de milhões de pessoas em todo o mundo (Schnitzier e 

Schnitzier, 2009). A pandemia do vírus Influenza de 1918 comprometeu cerca de 40 

milhões de vidas e foi causada por um vírus H1N1. Desde então, as pandemias têm sido 

causadas por H2N2, em 1957, por H3N2, em 1968, que ocorreram durante o século 

passado e a primeira pandemia do século 21, ocorreu em 2009, causada mais uma vez 

por H1N1 atualmente em circulação, esta última que foi gerada por rearranjo de genes 

entre um vírus circulante na população de suínos da América do Norte e da Eurasia 

(Arias et al., 2009; Krammer e Palese, 2015).  

Um surto em 1997 com o vírus influenza altamente patogênico em aves, subtipo 

H5N1, marcou o primeiro relato de infecções fatais em humanos com vírus da gripe 

aviária. Este surto foi controlado com a retirada das aves vivas em Hong Kong 

(Schnitzier e Schnitzier, 2009). Após um período de surtos locais e esporádicos, um 

novo surto começou em 2003 e este vírus se espalhou para a Europa e África, 
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aumentando sua relevância. Infecções por H5N1 resultaram em infecções respiratórias 

graves em humanos, causando pneumonia grave e linfopenia com altas taxas de 

mortalidade. No entanto, transmissão de humano para humano não foi relatada (Schultz-

Cherry e McCullers, 2006).  

Em um mundo altamente móvel nos dias de hoje, os vírus têm mais 

oportunidades do que nunca para disseminar globalmente. O que deve servir de alerta, 

pois o crescimento no alcance, volume e velocidade da mobilidade humana durante o 

século passado têm conectado patógenos com novas populações, e contribuiu para um 

crescimento nas epidemias emergentes e reemergentes. Enquanto que as mudanças 

sociais e ecológicas nos locais de destino podem ditar se a disseminação irá enraizar-se, 

em vez de morrer. O estabelecimento de novas rotas de viagem entre os locais 

previamente desconectados também contribui para esse fenômeno (Pybus, Tatem e 

Lemay, 2015). 

1.2.1 Coinfecções: Influenza versus microorganismos  

Já são bem relatados casos de graves infecções do trato respiratório associados a 

infecções secundárias causadas por bactérias gram-positivas (Morens et al., 2008; Aebi 

et al., 2010; Duvigneau et al., 2016). Uma vez que indivíduos infectados pelo vírus da 

Influenza muitas vezes se tornam susceptíveis à coinfecção com uma bactéria 

patogênica e, consequentemente, a morbidade e mortalidade são significativamente 

aumentadas (Smith et al., 2013). 

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes, e Staphylococcus aureus 

resistente à meticilina (MRSA) são as bactérias mais frequentemente associadas às 

infecções virais por Influenza, embora coinfecção com outras bactérias, inclusive 

Influenza-Legionella pneumophila também já foi relatado. Esse tipo de coinfecção entre 

infecção primária por Influenza e pneumonia bacteriana secundária tem sido 

documentado desde o final do século XIX (Kash et al., 2011; Jamieson et al., 2013). 

Sendo que o principal exemplo de infecções agudas simultâneas é o aumento da 

susceptibilidade à infecção bacteriana respiratória durante uma infecção de influenza em 

curso. Na verdade, essa suscetibilidade é a principal causa de morte da infecção por 

influenza, especialmente nos idosos (Pasman, 2012). Por exemplo, durante a "gripe 

espanhola" de 1918, que foi a pandemia mais grave já registrada, 95% da mortalidade 

foi atribuída à coinfecção bacteriana. Na qual, várias cepas de bactérias foram 
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encontradas em amostras de escarro de cadáveres, incluindo Streptococcus pneumoniae 

(Cauley e Vella, 2015). 

Os mecanismos que levam à coinfecção Influenza-bactérias ainda são mal 

compreendidos, o que torna difícil o desenvolvimento de estratégias terapêuticas 

eficazes. Isto é particularmente importante uma vez que o uso de antibióticos tem pouco 

impacto nas taxas de mortalidade de pneumonia bacteriana associada à influenza (Liu et 

al., 2013; Smith et al., 2013). Além do que, vírus e bactérias resistentes a drogas estão 

se tornando cada vez mais comuns com o uso generalizado e abusivo de antibióticos ou 

medicamentos antivirais, incluindo inibidores da neuraminidase (Thorlund et al., 2011). 

O uso abusivo pode ter consequências desastrosas, uma vez que as taxas de mortalidade 

relativamente baixas (1-2%) podem ser suficientes para causar um enorme número de 

vítimas em uma escala global (Cauley e Vella, 2015). 

Adicionalmente, têm sido descritos casos de aspergilose pulmonar invasiva após 

infecção por Influenza A, demonstrando a ocorrência de coinfecção entre o vírus e um 

fungo (Kwon et al., 2013; Crum-Cianflone, 2016; Nulens et al., 2017). Além disso, a 

infecção pelo vírus influenza é causada por defeitos mediados por células, interrupção 

da eliminação normal ciliar e a leucopenia, e estes podem ser também os principais 

fatores de doença fúngica invasiva (Kwon et al., 2013). Após a pandemia por influenza 

A/H1N1 em 2009, foi demonstrado que a aspergilose invasiva é uma complicação 

muito mais frequente em pacientes com H1N1 gravemente doentes e que o uso de 

esteroides sistêmicos contribuem para esta superinfecção. Foi inclusive sugerido que 

doses elevadas de corticosteroides podem ser novos fatores de risco predisponentes em 

pacientes imunocompetentes à aspergilose invasiva (Lat et al., 2010; Wauters et al., 

2012). No entanto, vários relatos têm descrito que a aspergilose pulmonar invasiva 

ocorre após a infecção por influenza mesmo em pacientes imunocompetentes que não 

usaram esteroides sistêmicos (Hasejima et al., 2005; Kwon et al., 2013). 

Apesar da coinfecção entre o vírus influenza e o fungo Aspergillus spp. ser bem 

descrita (Alshabani et al., 2015; Crum-Cianflone, 2016; Nulens et al., 2017), existem 

poucos estudos de coinfecção com outros importantes patógenos respiratórios fúngicos, 

como o Cryptococcus spp.. As consequências da coinfecção entre o vírus influenza e 

Cryptococcus spp. são escassas na literatura. Ao nosso conhecimento, estão disponíveis 

apenas dois relatos de casos descrevendo a ocorrência de meningite criptocócica 

secundária à infecção viral por influenza A H1N1. Em 2012, Hosseinnezhad e Rapose, 

relataram a primeira coinfecção entre Influenza-Cryptococcus. O estudo demonstrou 
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infecção viral por Influenza A H1N1 persistente, tratada com Oseltamivir e depois com 

corticoesteróides. E mais tarde, depois de um novo estado febril do paciente, o 

diagnóstico do fluido cerebrospinal revelou C. neoformans. Uma terapia antifúngica foi 

iniciada e os esteróides foram gradualmente reduzidos. O paciente foi tratado com 

sucesso com Anfotericina B lipossomal intravenosa (450mg por dia) e por flucitosina 

via oral (3750mg quatro vezes ao dia) durante 4 semanas, seguido de consolidação e 

terapia supressiva com fluconazol (400 mg por dia) (Hosseinnezhad e Rapose, 2012). O 

segundo relato de caso, por Gupta e colaboradores (2015), demonstrou também que o 

paciente adquiriu meningite criptocócica, causada por C. neoformans, seundária à 

infecção por influenza A H1N1. Contudo, o paciente era imunocomprometido devido à 

infecção por HIV e apresentava histórico de tuberculose pulmonar. O paciente não 

resistiu a coinfecção e veio a óbito (Gupta et al., 2015). 

Portanto, com a ocorrência de novas epidemias anualmente, ou até mesmo a 

possibilidade de pandemias causadas pelo vírus Influenza A, este estudo demonstra a 

importância de se propor um modelo de coinfecção entre Cryptococcus ssp. e o vírus 

influenza A. Uma vez que ambos os potenciais patógenos acometem o trato respiratório 

do hospedeiro e já se conhece coinfecções vírus-bactéria com difícil prognóstico, e 

também um relato de caso entre Influenza e C. neoformans. Ainda, o surgimento de 

coinfecções entre C. gattii e o vírus influenza A pode ser fatal para o paciente, e seu 

estudo como medida preventiva é extremamente relevante para entendermos a 

progressão da doença e inclusive o modo de disseminação para o SNC pelo fungo, 

quando esses dois patógenos estão colonizando o mesmo hospedeiro. 

1.2.2 Tratamento 

Atualmente, estão disponíveis vacinas e duas classes de medicamentos antivirais 

licenciadas para o combate do vírus influenza A: os inibidores do canal de íons e 

inibidores da neuraminidase (Arias et al., 2009). 

A classe dos adamantanos (cloridrato de amantadina e rimantadina) contém 

propriedades antivirais por bloquear o canal de íons formados pela proteína M2, esses 

canais são criticamente necessários para a libertação de vRNPs dentro das células 

hospedeiras (Schnitzler e Schnitzler, 2009). Oseltamivir e Zanamivir são os dois 

inibidores da neuraminidase (NA) disponíveis até o momento. Essas drogas atuam na 

fase onde os novos vírus sintetizados são liberados das células infectadas, pois 

interferem na atividade enzimática da proteína NA o que prejudica a liberação eficaz 
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dessas novas partículas virais (Neumann, Noda e Kawaoka, 2009). Novas drogas 

antivirais que tem como alvo a NA, proteínas da polimerase, ou peptídeos antivirais 

bloqueando a entrada do vírus são investigados (Neumann, Noda e Kawaoka, 2009; 

Schnitzler e Schnitzler, 2009). 

O tratamento com oseltamivir é eficaz se iniciado dentro das primeiras 36 horas 

depois da infecção viral (Girard et al., 2010). Entretanto, a maioria dos vírus influenza 

que infectam os homens, tais como, H3N2 e H1N1, incluindo o H1N1 da pandemia de 

2009, são resistentes a amantadina/ rimantadina (Watanabe et al., 2010). Além disso, a 

frequência com que influenza H1N1 está se tornando resistente ao oseltamivir é motivo 

de preocupação e, portanto, deve-se destacar a urgente necessidade de desenvolvimento 

de novos fármacos e vacinas antivirais (Nicoll et al., 2008). 

Existem também vacinas disponíveis como medida preventiva eficaz contra as 

linhagens do vírus influenza A e B circulantes atualmente na população. Entretanto, elas 

induzem imunidade limitada e específica à linhagem, por isso precisam ser 

reformuladas quase todos os anos devido à variação antigênica viral (Krammer e Palese, 

2015). Desde os anos 1940 são desenvolvidas vacinas no combate ao vírus Influenza. 

As vacinas primitivas utilizaram o vírus completamente inativado, esse tipo de vacina 

baseia-se no uso de vírus intactos que tenham sido quimicamente (por exemplo, com 

formalina ou β-propiolactona) ou fisicamente (por exemplo, com luz ultravioleta) 

inativados (Francis et al., 1945; Salk et al., 1945). 

O surgimento de novas pandemias induziu o desenvolvimento de vacinas 

trivalentes inativadas (TIVs), e logo mais, com o avanço do conhecimento da 

antigenicidade viral e estudos sobre reatogenicidade de algumas formulações em 

crianças levaram ao desenvolvimento de vacinas divididas e de subunidades. No 

primeiro caso, as vacinas são divididas após tratamento destes vírus com detergente 

e/ou éter. Já no último caso, a purificação da hemaglutinina (HA) e da neuraminidase 

(NA) do vírus irá resultar nas vacinas de subunidades (Krammer e Palese, 2015). Em 

adição às vacinas com o influenza inativado (IIVs), vacinas com o influenza atenuado 

(LAIV) são também utilizadas (Belshe et al., 2007). Essa última é frequentemente 

sensível à temperatura e adaptada ao frio, e é capaz de replicar eficientemente no trato 

respiratório superior, mas não no trato respiratório inferior (Jin e Subbarao, 2014). 

Acredita-se que as vacinas LAIVs sejam superiores às inativadas, uma vez que induzem 

resposta imune celular e humoral (Belshe et al., 2007). 
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Após avaliarem 34 estudos clínicos randomizados, Tricco e colaboradores 

(2013), concluíram que a eficácia de vacinas LAIVs em crianças (grupo de idade 

indicado para esse tipo de vacina) é aproximadamente 83%, ao passo que a eficácia das 

vacinas TIVs em adultos é cerca de 75%. Muito embora as vacinas apresentem um curto 

período de efeito protetor e sua eficácia de 75% estar muito longe do ótimo e diminuir 

drasticamente quando analisamos os idosos (que são os mais susceptíveis ao influenza 

vírus), elas ainda são uma importante ferramenta de saúde pública e confere uma boa 

proteção contra infecções sazonais do vírus influenza A (Tricco et al., 2013; Krammer e 

Palese, 2015). Portanto, as vacinas são consideradas uma das mais efetivas ferramentas, 

não somente por prevenir a propagação do influenza vírus, mas também para diminuir a 

gravidade e o impacto da doença (Girard et al., 2010). 

Como visto, para controle e prevenção de infecções por influenza A são 

disponíveis vacinas e drogas antivirais. Entretanto, provavelmente o mundo não está 

bem preparado para novas pandemias, porque medicamentos antivirais podem não estar 

em oferta suficiente no momento, devido a grande procura, e os vírus podem adquirir 

resistência para os fármacos disponíveis. Além disso, a produção de uma vacina 

eficiente contra a nova linhagem emergente levaria cerca de 3 a 6 meses, durante o qual 

o vírus pode se espalhar globalmente e atingir substancialmente os sistemas de saúde e a 

economia global (Neumann, Noda e Kawaoka, 2009). 

1.3 Resposta imune contra microorganismos 

A evolução da doença é simplesmente o resultado do embate entre os 

mecanismos de patogenicidade dos agentes infecciosos e os mecanismos de resistência 

do hospedeiro, conduzindo à eliminação da infecção ou a sua progressão de acordo com 

o desequilíbrio destes mecanismos (Blanco e Garcia, 2008). O sistema imunológico atua 

numa rede de cooperação para proteção contra os diversos agentes infecciosos, 

envolvendo a participação de muitos componentes estruturais, moleculares e celulares 

(Machado et al., 2004).  

A grande maioria dos microrganismos provenientes do meio externo ou mesmo 

aqueles que fazem parte da microbiota do hospedeiro, não produzem nenhum dano ao 

hospedeiro, desde que as barreiras naturais de defesa estejam íntegras, impedindo sua 

instalação e, por conseguinte, a doença. E, portanto, é sabido que para quase todas as 

doenças infecciosas, o número de indivíduos expostos à infecção é bem superior ao dos 

que apresentam doença, indicando que a maioria das pessoas tem condições de destruir 
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esses microrganismos e impedir a progressão da infecção. Isso mostra como a resposta 

imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos. Em contraste, as 

deficiências imunológicas, estão fortemente associadas com a susceptibilidade a 

infecções (Janeway, 2001; Machado et al., 2004). 

Dentre os mecanismos de defesa do hospedeiro contra infecções, há inúmeras 

alternativas imunológicas, desde respostas menos específicas (imunidade inata) até 

mecanismos adaptativos sofisticados, que são induzidos especificamente na presença de 

um agente infeccioso (imunidade adaptativa). Uma das características distinguíveis da 

resposta adaptativa mediada por células e humoral, é que elas possuem memória para a 

molécula que inicialmente as ativou (Blanco e Garcia, 2008). O primeiro sinal de defesa 

do hospedeiro é visível, e não mais importante que as respostas mais específicas, 

consistem na presença de barreiras físicas na forma de pele e membranas mucosas. E 

ainda contam com a presença de uma microbiota comensal que impedem ou dificultam 

a colonização por agentes patogênicos (Romani, 2004).  

Quando o agente infeccioso ultrapassa as barreiras físicas, ele se depara com 

células pouco específicas da imunidade inata, por exemplo, membranas celulares, 

receptores celulares, células fagocíticas (macrófagos, neutrófilos e outros leucócitos, 

tais como as células natural killers) e diversos fatores humorais. Apesar de certa falta de 

especificidade (Romani, 2004), a imunidade inata confere um rápido reconhecimento da 

infecção microbiana por meio de receptores e efetivamente distingue o próprio do não 

próprio, porém com capacidade limitada para diferenciar um microrganismo do outro, 

além de funcionar do mesmo modo contra a maioria dos agentes infecciosos. Essa 

resposta, por sua vez, ativa mecanismos da resposta imune adaptativa por sinais 

específicos (Tierney et al., 2012; Brunke e Hube, 2013). 

Os macrófagos são as primeiras células do sistema imunes a chegarem ao local 

da infecção para combate do patógeno, e são importantíssimos para o reconhecimento 

do agente infeccioso e inclusive para o recrutamento de outras células de defesa e na 

ativação de uma resposta adaptativa (humoral e celular) mais especializada (Lietzén et 

al., 2011; Full e Gack, 2014), que culmina na posterior chegada de neutrófilos e 

linfócitos. É sabido que os linfócitos T agem mais tarde na infecção e é conhecido por 

desempenhar também um papel no melhoramento da gravidade, resolução e/ou duração 

da infecção por influenza (Krammer e Palese, 2015).  

A função dos TLRs (receptores do tipo Toll) e PAMPs (padrões moleculares 

associados a patógenos) no reconhecimento das infecções fúngicas e sua participação na 
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defesa contra C. albicans, Aspergillus fumigatus, C. neoformans, Pneumocystis e 

Coccidioides foram bem descritos (Lewis, Viale e Kontoyiannis, 2012; Ramirez-Ortiz e 

Means, 2012; Mueller-Loebnitz et al., 2013), embora, de uma forma geral, infecções 

bacterianas e virais tem sido o foco principal de pesquisa (Blanco e Garcia, 2008). As 

células dendríticas (DCs) são um grupo de células apresentadoras de antígenos, 

importantes na ativação do sistema imune inato e adquirido para promover proteção 

contra C. neoformans, C. albicans e A. fumigatus (Ramirez-Ortiz e Means, 2012; Wager 

et al., 2016). As células dentríticas são consideradas sentinelas do sistema imune, são 

células fagocíticas inatas, mas também atuam como apresentadoras de antígenos para 

células T, para direcionar uma resposta imune adaptativa (Wager et al., 2016).   

O desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa é essencial para superar a 

infecção fúngica (Jarvis et al., 2013). Dentre estas, a indução da resposta imune 

mediada por células é crítica e auxilia na morte de Cryptoccocus spp., tanto diretamente, 

por efeitos citotóxicos, ou indiretamente por funções regulatórias de células natural 

killer (NK) ou linfócitos T (Voelz e May, 2010). A criptococose é iniciada no pulmão 

após a inalação de células fúngicas que podem penetrar nos alvéolos (Hardison et al., 

2012). Os microrganismos são inicialmente confrontados pelos macrófagos alveolares 

que reconhecem polissacarídeos capsulares, como GXM (O'Meara et al., 2013), e 

fagocitam os fungos (Voelz, Lammas e May, 2009). 

Durante esse inicio do processo, as células T produzem citocinas ativadoras de 

macrófagos com formação de granuloma e destruição do fungo intracelular (Jarvis et al., 

2013). Porém, C. neoformans é reconhecido como um patógeno intracelular facultativo 

e tem desenvolvido mecanismos para se adaptar em ambientes intracelulares e escapar 

da resposta imune do hospedeiro (Voelz e May, 2010; O'Meara et al., 2013). 

Para que o organismo se proteja contra infecções causadas por patógenos como 

C. gattii, é necessário que haja um balanço entre a produção de citocinas pró e anti-

inflamatórias (Siddiqui et al., 2005; Ma e May, 2009). O fator de necrose tumoral alfa 

(TNF-α) e interferon gama (IFN-γ) estimulam a atividade fagocítica contra células 

criptocócicas, além de IFN-γ ser importante para controle da infecção granulomatosa, 

embora sua prevalência exacerbada seja prejudicial ao hospedeiro. Em contrapartida, 

citocinas como interleucina 10 (IL-10) atua como inibidor macrofágico e aumentam a 

susceptibilidade à Cryptococcus spp. (Ma e May, 2009; Hardison et al., 2012). 

Alguns estudos sugeriram a participação das quimiocinas na migração de 

neutrófilos para o pulmão dos camundongos durante a infecção. CXCL1/KC é uma 
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quimiciona que possui importante papel no recrutamento de neutrófilos para o sítio da 

infeção (Fagundes et al., 2012). Adicionalmente, a atividade anti-Cryptococcus exercida 

pelas células do sistema imune parece ser dependente de outros mediadores solúveis 

além das citocinas. A produção de óxido nítrico (NO) por leucócitos possui um papel 

importante na defesa, por sua ação microbicida (Rivera et al., 2002; Fang, 2004). 

A influência do tratamento com fluconazol em modelo murino de infecção 

intracerebral causada por C. gattii foi avaliada por Mendes e colaboradores (2010), no 

qual a produção de citocinas pró-inflamatórias, como IFN-γ, foi necessária para 

combater a infecção. E um estudo comparativo entre C. gattii e C. neoformans foi 

realizado por Schoffelen e colaboradores (2013), que observaram que C. gattii induz 

uma produção mais acentuada de citocinas pró-inflamatórias (IL-1β, TNF-α, IL-6 e, IL-

17 e IL-22) em comparação a C. neoformans, e que os receptores TLR-4 e TLR-9 

participam da resposta do hospedeiro contra C. gattii.  

Da mesma forma como ocorre em Cryptococcus, a defesa imune contra infecção 

pelo vírus Influenza A é iniciada por uma resposta inata nos pulmões. As células 

efetoras primordiais envolvidas, no caso do vírus, são macrófagos e as células 

dendríticas que matam os microrganismos através da fagocitose, apresenta antígenos às 

células T, e produzem citocinas e quimiocinas (Full e Gack, 2014). Essa resposta imune 

inicial é essencial para o desenvolvimento de uma posterior resposta imune adaptativa, 

que provém específica proteção através da resposta mediada por células e humoral, o 

que é necessário para uma eliminação completa da infecção viral (Lietzén et al., 2011). 

Inicialmente, os PAMPs virais ou seu material genético são reconhecidos por 

receptores de reconhecimento de padrões (PRRs), e macrófagos induzem uma cascata 

de citocinas, que resulta na resposta antiviral mediada por interferon do tipo I (IFN-α e 

IFN-β), bem como a ativação de resposta pró-inflamatória. Os PRRs envolvidos no 

reconhecimento viral podem ser os receptores TLRs e os RLRs (receptores do tipo RIG-

I). IFNs tipo I sinalizam por meio do receptor IFN-α (IFNAR), e induzem a regulação 

positiva de genes que ativam tanto a imunidade inata e adaptativa para rapidamente 

controlar a replicação viral (Lietzén et al., 2011; Coulombe et al., 2014). Além disso, os 

macrófagos infectados pode sofrer apoptose (morte celular programada) para restringir a 

disseminação do vírus (Herold et al., 2012) e melhorar a imunidade mediada por célula 

T através de apresentação cruzada de antígeno (Coulombe et al., 2014). 

Enquanto para Cryptococcus a resposta imune humoral não é tão importante, 

anticorpos podem atuar desde o início da infecção com o vírus influenza A e 
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desempenha um papel essencial no controle e prevenção de infecções virais em seres 

humanos (Hammer et al., 2015). Anticorpos das mucosas podem neutralizar os vírus 

antes mesmo que uma infecção se estabeleça. Da mesma forma, as respostas por 

anticorpos sistêmicos têm uma eficácia semelhante e também é capaz de prevenir a 

infecção. Os anticorpos podem neutralizar os vírus por vários mecanismos, incluindo a 

resposta citotóxica mediada por células dependente de anticorpos e pelo sistema de 

complemento. A amplitude da resposta por anticorpos varia de uma resposta espécie 

específica, às respostas heterossubtípicas, amplamente neutralizantes. Essa última 

refere-se à proteção contra o vírus influenza de um subtipo específico (p. ex. H1N1) que 

é induzida por outro subtipo de influenza (p. ex. H3N2) (Krammer e Palese, 2015).  

Uma ampla proteção pode vir de uma resposta humoral aos locais conservados 

na partícula viral, os anticorpos podem ser dirigidos contra o sítio de ligação do receptor 

(RBS) presente no domínio globular “cabeça” da hemaglutinina (HA) e no domínio da 

“haste” da HA ou ainda contra a neuraminidase (NA). Estes são os epítopos 

relativamente invariantes conhecidos até agora (Schmidt et al., 2015). Respostas imunes 

heterossubtípicas são geralmente dirigidas contra as proteínas internas do vírus, tais 

como a nucleoproteína, a proteína M1 ou as polimerases do vírus, que são altamente 

conservadas. Imunidade humoral heterossubtípica eficaz é rara e principalmente com 

base em anticorpos contra o domínio da “haste” da HA. Até agora não foi observada 

imunidade heterossubtípica natural com base na NA (Krammer e Palese, 2015). 

Respostas mediadas por células T citotóxicas são outro componente imunitário 

importante que medeia uma proteção substancial contra o desenvolvimento da doença 

após a infecção por influenza A. As células T agem mais tarde na infecção do que os 

anticorpos, mas podem exibir ampla reatividade devido à conservação das proteínas 

internas do vírus influenza, que possuem fortes epítopos de células T (Krammer e 

Palese, 2015). A imunidade dirigida por células T CD8
+
 resulta na produção de 

citocinas, incluindo TNF-α, IFN-γ, IL-2 (resposta Th1), IL-10, IL-4 (Th2) e IL-17 

(Th17), e é conhecida por desempenhar um papel no melhoramento da gravidade e/ou 

duração da infecção por influenza, mas o fenótipo preciso, a magnitude e a longevidade 

da resposta protetora exigida, ainda não são completamente claros. Além disso, as 

células T CD4
+
 podem matar diretamente as células infectadas e estão implicadas na 

depuração do vírus, elas também podem ajudar ambas as células T CD8
+
 e a resposta 

humoral que é crítica para prevenção da infecção viral (Coughlan e Lambe, 2015). 
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2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

A incidência de infecções fúngicas invasivas aumentou consideravelmente nos 

últimos anos, causada por uma maior população de imunocomprometidos. Dentre elas a 

criptococose é uma infecção fúngica com uma distribuição geográfica universal, que 

afeta mais de um milhão de pessoas por ano em todo o mundo. Diante da problemática 

encontrada para seu tratamento, a criptococose muitas vezes tem pobre prognóstico, o 

que aumenta sua morbimortalidade. Estudos clínicos demonstraram que pacientes 

infectados com este fungo exibem grave comprometimento dos pulmões, podendo se 

disseminar para o SNC e causar a forma mais grave da doença, a meningoencefalite. 

Por outro lado, o vírus influenza A, pertencente à família Orthomyxoviridae, é 

responsável por significante morbidade e mortalidade em todo no mundo. A infecção 

pelo vírus influenza acarreta desde uma doença cuja evolução pode ser benigna, até 

graves condições, sendo frequentemente fatal. Além disso, infecções secundárias à 

infecção viral por bactérias gram-positivas agravam o quadro da doença, o que contribui 

para o aumento da morbimortalidade durante pandemias causadas por Influenza A.  

Dado a importância e gravidade da infecção por Influenza A e pelo fungo 

Cryptococcus ssp., faz-se necessário entender os mecanismos envolvidos na interação 

entre Influenza e Cryptococcus ssp.. Nesse ponto de vista, baseado em relatos de 

coinfecções vírus-bactéria e vírus-Aspergillus com difícil prognóstico, e de dois relatos 

de caso de coinfecção entre Influenza-C. neoformans estudos são relevantes na tentativa 

de propor um modelo de coinfecção entre Cryptococcus spp. e o vírus Influenza A. 

Logo, uma melhor compreensão de como esses patógenos interagem um com o outro e 

com o hospedeiro é inovador e de fundamental importância. Principalmente no que diz 

respeito à influência do vírus no mecanismo de disseminação do fungo para o SNC, 

onde Cryptococcus spp. é capaz de causar a forma mais grave da doença, a 

meningoencefalite criptocócica. 

Diante do exposto, propusemos um modelo in vivo de coinfecção entre Influenza 

A e C. gattii, com o objetivo de compreender a influência da infecção pelo vírus 

Influenza A H1N1 na progressão da criptococose causada por C. gattii em modelo 

murino. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito do vírus Influenza A H1N1 na progressão da criptococose 

experimental em modelo murino causada por C. gattii. 

 

3.2 Objetivos específicos 

1) Estabelecer um modelo experimental para testes in vivo de coinfecção entre o 

vírus influenza A e o fungo Cryptococcus gattii: 

- Selecionar os tempos ideais de infecção do vírus influenza em relação à C. gattii. 

2) Avaliar a progressão da criptococose em camundongos infectados ou não com 

o vírus Influenza A nos tempos escolhidos, de forma a determinar: 

- A sobrevida dos animais;  

- Alterações comportamentais (protocolo SHIRPA); 

- Quantificação da carga fúngica e viral em órgãos alvos;  

- Análises histopatológicas dos pulmões e cérebro; 

- Análise morfométrica da célula e cápsula polissacarídica de C. gattii; 

- Determinar importância do vírus na coinfecção, através do tratamento dos 

camundongos com o antiviral Oseltamivir e com o antifúngico Fluconazol, ou com 

ambos os tratamentos em combinação. 

- Avaliação da resposta inflamatória via dosagem de mediadores inflamatórios – 

verificar a população celular no sítio da infecção (pulmões) e detecção dos níveis de 

citocinas e quimiocinas. 

3) Avaliar in vitro aspectos da interação fungo, vírus e hospedeiro:  

- Análise do índice fagocítico, proliferação intracelular (IPR) e produção de espécies 

reativas de oxigênio (ROS). 

4) Análise da transmigração de Cryptococcus ssp. para o SNC durante a 

coinfecção, através de modelo celular in vitro de barreira hematoencefálica (BBB): 

- Verificar o efeito vírus Influenza A na transmigração de C. gattii e na manutenção da 

integridade e permeabilidade da membrana da BBB. 

- Avaliação do mecanismo de “cavalo de Tróia” para transmigração da BBB.  
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4 METODOLOGIA 

4.1 Linhagens e cultivo de Cryptococcus gattii e do vírus influenza A H1N1 

Foi utilizada nesse estudo a linhagem de C. gattii L27/01 de origem clínica, 

pertencente à coleção de microrganismos do laboratório de micologia do Departamento 

de Microbiologia da UFMG (UFMG-CM-Y6141), mantida em Sabouraud Dextrose 

(ASD) e glicerol à -80ºC. Para as análises, o fungo foi cultivado por 48h em ASD a 

37°C antes de ser utilizado (Santos et al., 2014). No preparo do inóculo fúngico, as 

células foram transferidas para solução salina tamponada com fosfato (PBS 1X) estéril e 

o inóculo foi quantificado em câmara de Neubauer para obtenção de um inóculo de 

1x10
4
 células/animal de uso imediato. Outras linhagens de Cryptococcus, tais como, C. 

gattii R265 (VGII) e C. neoformans H99 (VNI) foram também utilizadas para análise 

de sobrevida, sendo empregadas as mesmas condições de crescimento descritas acima. 

Quanto ao vírus, foi utilizada a linhagem de vírus Influenza A (IAV) H1N1: 

A/PR8/34 (PR8), adaptada a camundongos. Essa linhagem foi gentilmente cedida pelo 

Dr. Alexandre de Magalhães Vieira Machado, pesquisador do laboratório de 

imunopatologia do Centro de Pesquisas René Rachou (CPqRR/FIOCRUZ-MG) e co-

orientador desse projeto, que autorizou a utilização do mesmo conforme carta listada no 

anexo 1. 

O estoque viral foi cultivado a uma proporção de 0,001 MOI (sigla do inglês, 

multiplicity of infection) em células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) e crescido a 

37ºC a 5% de CO2 durante 72h em Dulbeccos completa Modified Eagle Médium 

(DMEM; SIGMA) com 1 mM de piruvato de sódio, 4,5 mg/ml de L-glucose, 100 U/ml 

de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina, suplementado com 5% de soro fetal 

bovino inativado pelo calor (FCS; CULTILAB; Brasil). Sobrenadantes da cultura 

celular foram recolhidos e clarificados por centrifugação a baixa velocidade. Alíquotas 

de vírus foram congeladas a -80ºC até sua utilização. Os estoques virais foram titulados 

em monocamadas de células MDCK em ensaios de placa padrão utilizando 

sobrecamada de agarose em DMEM completo com 2% de FCS. O inóculo viral foi 

preparado por diluição do estoque viral em PBS 1X no momento do uso (Garcia et al., 

2013). 
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4.2 Estratégia experimental in vivo 

Para a execução dos experimentos in vivo, foram utilizados camundongos 

fêmeos da linhagem C57BL/6, com seis a oito semanas de idade. Os animais foram 

agrupados em seis por gaiola e fornecidos água e ração ad libitum e ciclos de 

claro/escuro foram mantidos. Todos os animais foram adquiridos do Centro de 

Bioterismo da UFMG e mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia do 

Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(ICB/UFMG). Este trabalho foi submetido e aprovado pelo do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA) da UFMG, com número de protocolo 354 / 2015, 

conforme anexo 2. Todos os procedimentos experimentais seguiram os padrões de ética 

em experimentação animal, de acordo com a Sociedade Brasileira de Ciência em 

Animais de Laboratório/ Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (disponível em: 

http://www.cobea.org.br/) e a Lei Federal Brasileira nº 11.794. 

 

4.3 Modelo experimental para testes de coinfecção entre o vírus influenza A e o 

fungo Cryptococcus gattii 

O primeiro passo foi selecionar o período de inoculação do vírus em relação à 

infecção por C. gattii para estabelecer um modelo experimental para testes in vivo de 

coinfecção entre C. gattii e o vírus Influenza. Para isso, foram testados três tempos antes 

e três tempos após a infecção por C. gattii, onde foi analisada a sobrevida dos animais. 

Foi analisado paralelamente o comportamento dos camundongos segundo o protocolo 

SHIRPA (Rogers et al., 1997; Lackner et al., 2006). 

Os camundongos infectados com C. gattii via intratraqueal (i.t.), foram 

primeiramente anestesiados com solução de ketamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 

mg/Kg) em PBS 1X, e em seguida foi realizada uma pequena incisão na pele, próxima 

da região das glândulas tireoide, após a separação das camadas dos tecidos, a traquéia 

foi exposta e inoculada 30 µL da solução fúngica (1x10
4
 células), em seguida, a incisão 

foi finalmente suturada (Ferreira et al., 2015). Já os animais que foram infectados com o 

vírus Influenza A (via intranasal, i.n.), estes foram anestesiados da mesma forma 

(ketamina/xilazina: 80 mg/Kg/ 15 mg/Kg) e instilados em suas narinas 20 µL da solução 

viral subletal equivalente a 10
3
 unidades formadoras de placas virais (UFP)/animal 

(Barbosa et al., 2014). Depois de realizado os procedimentos, os grupos experimentais 

foram mantidos em gaiolas separadas.  

http://www.cobea.org.br/
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Após a infecção, os animais foram monitorados diariamente para a construção 

de uma curva de sobrevida e a perda de peso foi registrada para confirmar a infecção 

viral, os animais ainda foram submetidos a uma bateria de testes do protocolo SHIRPA 

para avaliação do perfil funcional e comportamental dos animais durante o curso da 

infecção, como detalhado no tópico 4.4. Os animais que apresentaram sinais de 

morbidade, como encurvamento dorsal e piloereção acentuados foram anestesiados e 

eticamente eutanasiados. 

Padronizou-se a infecção com C. gattii para o mesmo dia (considerado dia 0) e 

variaram-se os tempos de inoculação do vírus influenza A para cada grupo. Dessa 

forma, três grupos receberam o vírus antes (3, 7 ou 10 dias antes) e três grupos 

receberam o vírus após (3, 7 ou 10 dias após) a infecção por C. gattii. Grupos controles 

também foram considerados, onde os animais não foram infectados ou receberam 

somente o inóculo viral ou fúngico. Além disso, um grupo controle foi infectado com 

uma dose letal do inóculo viral (10
5 

UFP/animal) para confirmar a infecção viral. Os 

animais foram divididos em diferentes grupos (n=6 animais por grupo), tais como 

esquematizados na tabela abaixo (tabela 1): 

 

Tabela 1. Tempos de inoculação viral de animais coinfectados com C. gattii. 

 Dias (d) de infecção  

GRUPO -10 d -7 d -3 d 0 d 3 d 7 d 10 d 

1 – NI -- -- PBS PBS -- -- -- 

2 – IAV 10
5
 -- -- IAV PBS -- -- -- 

3 – IAV 10
3
 -- -- IAV PBS -- -- -- 

4 – Cg  -- -- PBS Cg -- -- -- 

5 – IAV 3 DAI + Cg -- -- IAV Cg -- -- -- 

6 – IAV 7 DAI + Cg -- IAV -- Cg -- -- -- 

7 – IAV 10 DAI + Cg IAV -- -- Cg -- -- -- 

8 – Cg + IAV 3 DPI -- -- -- Cg IAV -- -- 

9 – Cg + IAV 7 DPI -- -- -- Cg -- IAV -- 

10 – Cg + IAV 10 DPI -- -- -- Cg -- -- IAV 

Legenda: NI: animais não infectados; IAV: Vírus Influenza A H1N1 PR8; 10
3
 e 10

5
: inóculo viral com 

10
3
 e 10

5
 UFP/animal; Cg: C. gattii; DAI: dias antes da infecção; DPI: dias pós-infecção; PBS: Solução 

salina tamponada com fosfato 1X. Os grupos de 5 a 10 foram infectados com inóculo viral de 10
3
 

UFP/animal e inóculo fúngico de 10
4
 UFC/animal. 
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4.4 Estratégia utilizada para experimentos com o tempo selecionado para coinfecção 

entre C. gattii e o vírus Influenza A 

Para todos os experimentos descritos nos próximos tópicos, o tempo de 

coinfecção com a infecção viral três dias antes da infecção (3 DAI) por C. gattii foi 

selecionado para a condução dos ensaios, com base na análise da curva de sobrevida. A 

seguinte estratégia, demostrada em esquema a seguir (figura 6) foi utilizada para os 

subsequentes experimentos. 

 

 

Figura 6: Esquema da coinfecção entre o vírus Influenza A H1N1 PR8 e C. gattii L27/01. A) Análise 

da sobrevida e do perfil comportamental dos animais. O primeiro objetivo foi determinar a sobrevida 

e alterações comportamentais (através do protocolo SHIRPA) em camundongos coinfectados com o vírus 

Influenza A (H1N1 PR8) e C. gattii (L27/01). A seta indica o grupo de camundongos C57BL/6 (n=6) que 

foram infectados intranasal (i.n.) pelo vírus influenza A (IAV) com 1x10
3
 UFP/animal 3 dias antes (-3 d 

ou 3 DAI) da infecção intratraqueal (i.t.) por C. gattii (dia 0), 1x10
4
 UFC/animal. Os grupos controles 

foram animais infectados somente com C.gattii (Cg); somente com IAV ou não infectados (NI). A 

sobrevida, peso e o perfil comportamental dos animais foram monitorados diariamente. Além disso, a 

mesma estratégia de coinfecção foi usada para determinar a sobrevida de camundongos durante o 

tratamento com o antiviral Oseltamivir, 31 mg/kg/dia (OSELT) ou com o antifúngico Fluconazol, 10 

mg/kg/dia (FLZ), ou ambas as drogas em combinação; cada droga foi administrada diariamente via 

intraperitoneal (i.p.) e o tratamento se iniciou no dia da infecção por IAV (OSELT) ou por Cg (FLZ). B) 

Perfil da criptococose in vivo. O segundo objetivo foi avaliar o perfil da criptococose, para isso foi 

determinado o dia de eutanásia dos camundongos conforme estratégia demonstrada pela seta em B. A seta 

indica o grupo onde os animais foram inicialmente infectados i.n. (-3 d) pelo vírus Influenza A, seguido 

pela infecção por Cg (dia 0) via i.t.; quatro dias após a infecção por C. gattii (4 d) os animais foram 

eticamente eutanasiados (equivalente a 7 dias após a infecção por IAV). Órgãos de interesse foram 

removidos para determinar a carga fúngica viral e para análises histopatológicas; também o lavado 

broncoalveolar (LBA) foi aspirado para quantificar a taxa de fagocitose in vivo e para análise 

morfométrica das colônias recuperadas a partir do LBA. 
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4.5 Análise Comportamental – Protocolo SHIRPA 

Foram realizados experimentos que visam analisar o nível de alterações 

comportamentais dos animais. O comportamento dos camundongos foi analisado 

paralelamente a determinação da curva de sobrevida descrita anteriormente, utilizando 

os grupos controles não infectado (NI), somente infectado com o fungo (Cg) ou vírus 

(IAV) e foi selecionado o grupo coinfectado com o vírus Influenza três dias antes da 

infecção (3 DAI) por C. gattii (tabela 1 e figura 6B). 

A análise comportamental dos animais foi avaliada pelo protocolo SHIRPA 

(SHIRPA – SmithKlineBeecham Pharmaceuticals/ HarwellMRC Mouse Genome 

Centre/ ImperialCollege/ Royal London Hospital/ Phenotype Assessment), esse foi 

concebido como uma bateria de múltiplos testes usados para estudos longitudinais com 

diretrizes e materiais padronizados (Rogers et al., 1997). Esse teste permite avaliar 

alterações neurológicas e comportamentais significativas nos animais. O quadro 

primário de SHIRPA consiste em uma série de observações, reflexos e funções básicas 

sensório-motoras que fornece um perfil funcional e comportamental pela observação 

avaliativa do desempenho individual. 

O protocolo de SHIRPA foi usado para avaliar mudanças comportamentais 

durante o curso da infecção com o intuito de avaliar o perfil de morbidade dos animais 

(Rogers et al., 1997; Pedroso et al., 2010). Para o propósito de análise, os parâmetros 

individuais avaliados pelo SHIRPA foram agrupados em cinco categorias funcionais 

descritas na tabela 2 (estado neuropsiquiátrico, comportamento motor, função 

autonômica, tônus e força muscular; reflexo e função sensorial) de acordo com Lackner 

et al. (2006), para determinar uma contagem global e cinco domínios de contagem. 

 

Tabela 2. Classificação das categorias funcionais da bateria SHIRPA de acordo com os parâmetros 

avaliados. 

Categorias Funcionais Parâmetros Avaliados 

Função reflexa e sensorial 
Posicionamento visual, pinna reflex, reflexo corneal, beliscada 

da pata traseira e postural 

Estado neuropsiquiátrico 

Atividade espontânea, excitação de transferência, escape ao 

toque, passividade posicional, mordida provocada, medo, 

irritabilidade, agressão e vocalização 

Comportamento motor 

Posição corporal, tremor, atividade locomotora, elevação 

pélvica, ambulação, elevação da cauda, encurvamento do tronco, 

segurar as patas traseiras, manobra do arame, geotaxis negativa 

Função autônoma 

Taxa de respiração, defecação, micção, fechamento de 

pálpebras, piloereção, cor da pele, frequência cardíaca, 

lacrimejação, salivação, temperatura corporal 

Tônus muscular e força 
Força ao agarrar, tônus corporal, tônus dos membros e tônus 

abdominal 
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O protocolo foi aplicado em todos os animais a partir do primeiro dia pós-

infecção com intervalos variados de acordo com a progressão da infecção, até o término 

do ensaio. Inicialmente, o peso do animal foi registrado. A seguir, ele foi colocado em 

uma jarra de observação, localizada em cima de uma grade suspensa, e avaliado durante 

cinco minutos em relação à posição corporal, atividade espontânea, taxa de respiração, 

tremor, defecação (número de bolos fecais), micção, número de “headings” (apoio 

apenas sobre as patas traseiras) e “groomings” (movimentos de “limpar” dirigidos a 

cabeça ou corpo, efetuados com as patas dianteiras). Transcorrido o tempo, o foi animal 

transferido rapidamente para uma arena (“open field”) sem ser manuseado e foi 

observado em relação à excitação de transferência, atividade locomotora (número de 

entradas, com as quatro patas, em quadrados demarcados na arena em 30 segundos), 

fechamento das pálpebras, piloereção, ambulação, elevação pélvica, elevação da cauda, 

escape ao toque e passividade posicional. O animal foi então suspenso pela cauda e 

avaliado, sobre uma grade colocada em cima da arena, quanto à presença de 

encurvamento do tronco, capacidade de segurar as patas traseiras, posicionamento 

visual, força ao agarrar, tônus corporal, pinna reflex, reflexo corneal, beliscada nos 

dedos da pata traseira e manobra do arame. A seguir, o animal foi contido pelo dorso em 

uma restrição supina e foram avaliados também a cor da pele, frequência cardíaca, tônus 

dos membros, tônus abdominal, lacrimejação, salivação, mordida provocada, reflexo 

postural, geotaxis negativo, medo, irritabilidade, agressão e vocalização. 

Comportamentos estereotipados, bizarros e convulsões foram também registrados. 

 

4.6 Curva de sobrevida de animais coinfectados tratados com o antiviral 

Oseltamivir e o antifúngico Fluconazol 

Foi realizado um experimento para avaliar o tratamento do vírus e do fungo 

durante a coinfecção entre C. gattii e o vírus Influenza A, com o intuito de verificar a 

importância desses agentes patogênicos na coinfecção e progressão da criptococose. 

Com esse objetivo, após ser determinado o esquema ideal de coinfecção (como descrito 

no tópico 4.3 e 4.4), para esse experimento foi escolhido somente um grupo 

coinfectado: vírus inoculado três dias antes da infecção (3 DAI) por C. gattii. Os 

animais foram infectados da mesma forma já descrita no tópico 4.3. 

Os animais foram divididos (n=6) em grupos não tratados (grupos controles): 

somente infectados com vírus Influenza A; somente infectados com C. gattii e 
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infectados com a coinfecção no esquema ideal. E, em grupos tratados por gavagem 

diariamente com 31 mg/kg/dia do antiviral Oseltamivir (Oselt, Tamiflu
®
/Roche), para 

animais infectados com o vírus Influenza A e com a coinfecção. A dose de 31 mg/Kg 

dada para os camundongos diariamente foi estabelecida de acordo com Reagan-Shaw, 

Nihal e Ahmad (2007) e equivale a dose usada em humanos adultos (150 mg/Kg/dia). 

Alternativamente, grupos de animais infectados com C. gattii e coinfectados foram 

tradados diariamente via intraperitoneal (i.p.) com o antifúngico Fluconazol, 10 

mg/kg/dia (FLZ, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Além disso, outro grupo de animais 

coinfectados foi tratado com ambas às drogas em combinação (Oselt + FLZ).  

Em resumo, os grupos experimentais compreenderam: animais infectados com 

Cg, IAV e IAV+Cg não tratados (NT); animais infectados com IAV tratado com Oselt; 

infectados com Cg tratado com FLZ; coinfectados com IAV+Cg tratado com Oselt; 

IAV+Cg tratado com FLZ e IAV+Cg tratado com Oselt+FLZ. 

O tratamento com Oselt iniciou-se no dia da infecção do vírus, enquanto o 

tratamento com FLZ iniciou no dia da infecção por C. gattii e foram realizados 

diariamente até o final do experimento. Os animais foram monitorados diariamente para 

a construção de uma curva de sobrevida associada aos tratamentos. Os animais que 

apresentarem sinais de morbidade, como encurvamento dorsal e piloereção acentuados 

foram anestesiados e eticamente eutanasiados. 

 

4.7 Análise do perfil da criptococose in vivo 

Com o objetivo de avaliar a progressão da criptococose em camundongos 

infectados ou não com o vírus Influenza A, foi então realizado uma nova infecção, que 

envolvesse o tempo de coinfecção previamente selecionado (IAV inoculado três dias 

antes da infecção por Cg), em camundongos fêmeos C57BL/6 (n=6) conforme descrito 

no item 4.3. Para tanto, foi estabelecido o ponto de eutanásia dos animais de acordo 

com a média de sobrevida (quatro dias após a infecção por Cg), conforme estratégia 

mostrada na figura 6B. A eutanásia teve como finalidade determinar: a quantificação da 

carga fúngica e viral em órgãos alvos; a proporção de fagocitose in vivo via LBA; 

avaliação histopatológica em órgãos alvos e a morfometria da célula e cápsula 

polissacarídica de C. gattii recuperada a partir do LBA. 
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4.7.1 Quantificação da carga fúngica e viral 

Para obtenção da carga fúngica, foram determinadas as unidades formadoras de 

colônia (UFC) nos órgãos alvo. No dia escolhido para a eutanásia, os camundongos 

foram anestesiados com solução de ketamina e xilazina em PBS (80 mg/Kg/15 mg/Kg), 

e eticamente eutanasiados. Pulmões, cérebro, fígado e baço foram removidos, 

macerados e homogeneizados em 1 mL de PBS estéril. O lavado broncoalvelar (LBA) 

foi também aspirado para quantificação de UFC. O LBA foi obtido, com o auxílio de 

um tubo traqueal, por meio de injeção de 3 mL de PBS gelado, procedimento que foi 

repetido 3 vezes, nas vias aéreas dos camundongos. Em seguida, uma seringa foi 

conectada e a solução foi cuidadosamente recuperada, para adquirir leucócitos 

recrutados para as vias aéreas (Santos et al., 2013). 

O volume de 50 μL do lavado broncoalvelar, ou dos homogenatos de cada órgão 

foi semeado, em duplicata, em placas contendo ágar Sabouraud dextrose (ASD) com 

cloranfenicol, as quais foram cultivadas a 37°C por 48 horas. Após esse tempo as 

colônias foram contadas com a finalidade de quantificar as UFC/g de cada órgão ou 

UFC/mL de fluido LBA, e reservadas para posterior análise morfométrica. A 

confirmação da presença da levedura foi realizada por microscopia utilizando tinta 

nanquim. Além disso, no restante do homogenato dos pulmões foi então adicionado 

mais 2 mL de PBS 1X estéril e congelados a -80 ºC para posterior quantificação da 

carga viral através da determinação das unidades formadoras de placas (UFP)/g de cada 

órgão. Os homogenatos dos pulmões foram titulados conforme Garcia e colaboradores 

(2013), em monocamadas de células MDCK em ensaios de placa padrão utilizando 

sobrecamada de agarose em DMEM completo com 2% de FCS. 

4.7.2 Quantificação da taxa de fagocitose in vivo via lavado broncoalveolar 

O restante do lavado retirado dos animais eutanasiados, foi submetido a uma 

etapa de centrifugação (1200 rpm/5 minutos a 4ºC), para precipitação das células. O 

sobrenadante foi descartado e adicionado 100 μL de albumina de soro bovino (BSA) ao 

pellet. Foi realizada a contagem de células em câmara de Neubauer para determinação do 

número total de células. E, por conseguinte, a elaboração de lâminas foi realizada com o 

auxílio de uma centrífuga citológica (Cytospin/Thermo), a 450 rpm por 5 minutos 

(Maxeiner et al., 2007). Após essa etapa, as lâminas secas, foram fixadas com metanol 

gelado, e uma coloração hematológica foi feita utilizando o corante Panótico. O índice 
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fagocítico in vivo foi determinado pelo percentual de células com C. gattii 

internalizados por observação em microscópio óptico. Foram observadas pelo menos 100 

células fagocíticas para quantificar o número de células com C. gattii internalizado. O 

experimento foi realizado em duplicata. 

4.7.3 Análise morfométrica da célula e cápsula polissacarídica de C. gattii 

Para análise morfométrica, as leveduras recuperadas dos homogenatos do lavado 

broncoalveolar, crescidas após cultivo em ASD a 37ºC por 48 horas, foram visualizadas 

em microscópio óptico (Axioplan; Carl Zeiss), após suspensão em tinta Nanquim. O 

diâmetro total da célula e o tamanho da cápsula de 100 células foi mensurado no ImageJ 

1.40g software (National Institutes of Health (NHI), Bethesda, MD). O tamanho 

capsular e o diâmetro celular total (corpo celular + cápsula) foram expressos em μm e o 

diâmetro celular total foi também expresso como a frequência (%) de células maiores 

(>10 μm), comparado a células com tamanho considerado típico para Cryptococcus ssp. 

(5-10 μm), de acordo com Okagaki et al. (2010). Também foi avaliado o potencial Zeta 

( ) dessas células diluídas em salina, calculado em um analisador de potencial Zeta 

(ZetaPlus, Brookhaven
 
Instruments Corp.), como previamente descrito por Ferreira et 

al. (2015). O experimento foi realizado em triplicata. 

4.7.4 Análise histopatológica 

Após o sacrifício dos animais de acordo com esquema mostrado na figura 6B, 

órgãos íntegros foram removidos para análise histopatológica. Os tecidos de pulmões e 

cérebro dos grupos de animais controles (NI); infectados somente com vírus (IAV); 

somente com C. gattii (Cg); ou coinfectados (IAV+Cg) foram fixados em formalina 

10% por 48h com o objetivo de preservar a morfologia e a composição do tecido. Após 

essa etapa os respectivos órgãos foram embebidos em parafina para a realização dos 

cortes histológicos em micrótomo e corados com hematoxilina-eosina (HE). Após 

coloração as lâminas foram codificadas e analisadas as cegas em microscópio óptico 

(200X de magnificação) para a verificação das alterações no tecido decorrentes da 

infecção. Os seguintes parâmetros foram avaliados: arquitetura pulmonar (danos no 

tecido pulmonar); degeneração das vias aéreas (bronquíolos); congestão e edemas dos 

septos alveolares; edema alveolar; infiltrado inflamatório bronquiolar e infiltrado 

inflamatório septal. Cada parâmetro foi classificado como: 0 (ausente), 1 (discreto), 2 

(moderado), 3 (intenso) ou 4 (acentuado). Os resultados para os distintos parâmetros 
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avaliados foram somados e expressos como um escore total equivalente à média dos 

escores combinados.  

 

4.8 Avaliação da resposta inflamatória via dosagem de mediadores inflamatórios 

Com o objetivo de compreender a maior susceptibilidade dos animais à 

criptococose causada pelo vírus influenza A, realizamos um experimento para avaliar a 

resposta inflamatória via dosagem de mediadores inflamatórios em camundongos 

infectados apenas com o vírus Influenza A, estes animais foram porteriormente 

eutanasiados três dias após a infecção pelo vírus, o qual seria o momento da infecção 

por C. gattii, e comparados com um grupo de animais não infectados (NI). Foi então 

verificado o perfil da população celular no sítio da infecção e a detecção de citocinas e 

quimiocinas nos pulmões dos camundongos, conforme esquematizado na figura 7. 

 

Figura 7: Estratégia para análise do perfil imunológico de camundongos infectados com o vírus 

Influenza A (IAV). Com o objetivo de avaliar o papel do vírus influenza no perfil imunológico de 

animais no momento da infecção por C. gattii, camundongos C57BL/6 (n=6) foram infectados i.n. (-3 d) 

somente com o vírus IAV (1x10
3
 UFP/animal) ou não infectados (NI) e foram eticamente eutanasiados 

após três dias de infecção (0 d). Os pulmões foram recuperados e os níveis de citocinas e quimiocinas 

quantificados por ELISA ou qRT-PCR. Também foi determinada a atividade enzimática de MPO e NAG 

como medida indireta da acumulação de neutrófilos e macrófagos nos pulmões, respectivamente. Por 

último, foi avaliado o perfil da população celular nos pulmões por citometria de fluxo. 

 

4.8.1 Determinação dos níveis de citocinas e quimiocinas e da atividade das 

enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglicosaminidase (NAG) 

Nesse experimento, com intuito de verificar a resposta inflamatória causada por 

influenza A no hospedeiro no momento da infecção por C. gattii, os grupos testados 

(n=6) foram animais eutanasiados com três dias de infecção pelo vírus influenza A, 

comparados a um grupo controle de animais não infectados (NI), conforme 

demonstrado na figura 7. O experimento foi realizado em triplicada para cada animal. 

Fragmentos do tecido pulmonar (100 mg) foram homogeneizados com 1 mL de 

uma solução tampão de extração, preparada com PBS 1X (pH 7.4) contendo anti-
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proteases (0,1 mM de PMSF, 0,1 mM de cloreto de benzetônio, 10 mM de EDTA e 20 

KI de aprotinina A, todos comprados da Sigma-Aldrich) e 0,05% de Tween 20. As 

amostras foram então centrifugadas por 10 min a 4 ºC/3000g e o sobrenadante foi 

congelado a -20 °C e utilizado para análise de citocinas (Costa et al., 2016). Os níveis 

das citocinas IL-1β, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α e da quimiocina CXCL-1 foram 

mensurados por ELISA usando anticorpos comercialmente disponíveis de acordo com 

as instruções do fabricante (DuoSet Kits, R&D Systems, Minneapolis, MN).  

A expressão dos genes IFN-α4 e IFN-β foi quantificada em tecido pulmonar por 

PCR em tempo real (qRT-PCR) por SYBR®-Green, usando primers específicos para 

amostra de modelo murino. Os primers usados foram: mIFNα4, 5‟-CCA CAG CCC 

AGA GAG TGA CCA GC-3‟ (forward) e 5‟-AGG CCC TCT TGT TCC CGA GGT 

TA-3‟ (reverse); mIFNβ, 5‟-GAA AGG ACG AAC ATT CGG AAA T-3‟ (forward) e 

5‟-CGT CAT CTC CAT AGG GAT CTT GA-3‟ (reverse); e 18S ribosomal RNA, 5‟-

CGT TCC ACC AAC TAA GAA CG-3‟ (forward) e 5‟-CTC AAC ACG GGA AAC 

CTC AC-3‟ (reverse) (Costa et al., 2014).  

As atividades das enzimas mieloperoxidase (MPO) e β-N-acetilglucosaminidase 

(NAG) foram realizadas em fragmentos de tecido pulmonar (100 mg), como descrito 

previamente por Costa et al. (2016). A atividade de MPO e NAG provém uma medida 

indireta do acúmulo de neutrófilos e macrófagos nos pulmões, respectivamente. 

4.8.2 Análise de citometria de fluxo 

Camundongos C57BL/6 (n=6) foram infectados somente com o vírus IAV ou 

não infectados, três dias após a infecção os animais foram eticamente eutanasiados e os 

pulmões removidos (figura 7). A análise da população celular no sítio da infecção foi 

determinada por citometria de fluxo a partir de células recuperadas dos pulmões. 

Posteriormente, as células obtidas foram marcadas com diferentes combinações de 

anticorpos monoclonais fluorescentes (BD Pharmingen) específicos para classificação 

das populações celulares a seguir: neutrófilos (Ly6G
+
/GR1

+
); linfócito T CD4 

(CD3
+
CD4

+
); linfócito T CD8 (CD3

+
CD8

+
); linfócito B (CD3

-
CD19

+
CD45

+
); Células 

NK (CD3
-
NK1.1

+
); macrófagos (F4/80

+
). A população de macrófagos foi 

posteriormente diferenciada de acordo com a expressão de F4/80, GR1, and CD11b e 

definidas como: macrófagos classicamente ativados, M1 (F4/80
low

Gr1
+
Cd11b

med
); 

macrófagos alternativamente ativados, M2 (F4/80
high

Gr1
-
Cd11b

high
); e macrófagos que 

promovem a resolução, Mres (F4/80
med

Cd11b
low

) (Vago et al., 2015). A citometria de 
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fluxo foi realizada utilizando BD LSR II (BD Biosciences) com FACSDiva Software 

(BD Biosciences), e a análise foi realizada utilizando FlowJo Software Versão 10.0.6 

(Tree Star, Inc., EUA). A estratégia utilizada para o gating das populações de acordo 

com Vago et al., 2015 está ilustrada no anexo 3. 

 

4.9 Ensaios de fagocitose e proliferação intracelular (IPR) 

Para os procedimentos camundongos C57BL/6 de 8-10 semanas foram 

humanamente eutanasiados e com o auxílio do material cirúrgico, removeu-se a pele do 

animal na região dorsal logo acima das patas traseiras visando expor as articulações: 

bacia/fêmur e fêmur/tíbia. Imediatamente após a remoção das patas, essas foram 

colocadas em um tubo contendo álcool durante 1 minuto, e depois em PBS 1X. Foi 

removido todo tecido muscular dos ossos com auxílio de tesoura e gaze estéril. A 

medula foi coletada pelo canal medular do fêmur (agulha 0,70 x 25 mm) e da tíbia 

(agulha 0,38 x 13 mm) com 2 a 5 mL de RPMI gelado, sendo transferida para um tubo 

Falcon estéril mantido em gelo. Após coleta da medula, as células foram centrifugadas 

em meio RPMI-1640 (volume final de 30 mL). O sobrenadante foi descartado e o pellet 

ressuspenso em 20 mL de RPMI-1640. As células foram contadas em câmara de 

Neubauer. A concentração de células por placa foi ajustada para 2x10
6
/mL para 

incubação em meio BMM (RPMI suplementado com 30% de meio condicionado de 

células L929, 20% de soro fetal bovino [Gibco], 2 mM de glutamina [Sigma-Aldrich], 

25 mM de HEPES pH 7.2, 100 unidades/mL de penicilina-estreptomicina [Life 

Technologies]). As placas foram incubadas em estufa de CO2 5% a 37°C por sete dias 

para diferenciação em células BMDMs (bone marrow derived macrophages), e a troca 

de meio realizada a cada três dias do início da cultura (Weischenfeldt e Porse, 2008). 

Para o ensaio de fagocitose, foi depositado em placas de 24 poços já contendo 

lamínulas circulares de 13mm, 500 μL por poço da suspensão, contendo 2x10
5
 células 

obtidas da medula em RPMI-1640 com 10% de soro fetal bovino (FCS). Para aderência 

dos macrófagos as placas foram incubadas overnight com atmosfera de 5% de CO2 a 

37ºC. Após esse período foram removidas as células não aderidas, através de lavagem 

delicada usando PBS 1X aquecido a 37ºC, e os macrófagos ficaram prontos para serem 

desafiados com a infecção. 

As células de macrófagos derivadas da medula óssea (BMDMs) foram 

infectadas por ambos os vírus e/ou fungo ou não infectados, sendo que utilizamos os 
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seguintes grupos de infecção (figura 8): 1) grupo coinfectado, onde o vírus foi 

adicionado 2 horas antes de C. gattii (IAV+Cg); 2) grupo infectado somente pelo vírus 

(IAV); 3) grupo infectado somente pelo fungo (Cg); 4) grupo controle não infectado, 

apenas com a suspensão de macrófagos (NI). Para todos esses mesmos grupos, também 

tiveram grupos pré-estimulados com IFN-γ (50 U/ml) overnight a 37ºC em 5% CO2. 

Para cada tipo de infecção o experimento foi realizado em sextuplicada. 

 

Figura 8: Esquema da coinfecção in vitro de macrófagos (BMDMs) com ambos os vírus influenza A 

(IAV) e/ou C. gattii (Cg). Esse ensaio foi realizado com o intuito de avaliar a influência da infecção de 

BMDMs pelo vírus influenza A na fagocitose de C. gattii e na sua taxa de proliferação intracelular (IPR), 

bem como para a quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), peroxinitrito (PRN) 

e óxido nítrico (NO). Os macrófagos (BMDMs) foram infectados com o vírus Influenza A duas horas (-2 

h) antes de C. gattii (0h) (IAV+Cg); Grupos controles foram macrófagos infectados somente com Cg, 

somente com IAV ou não infectados; Grupos independentes com a mesma disposição foram também 

estimulados com IFN-γ overnight por 37 ºC a 5% de CO2. As culturas foram então incubadas a 37°C em 

5% CO2 e, posteriormente realizada a leitura dos ensaios de fagocitose, produção de ROS, PRN e NO (3 

horas após infecção por Cg) e IPR (3 e 24 horas após infecção por Cg). 

 

Para infecção dos macrófagos, foi preparada uma suspensão fúngica com a 

massa celular de C. gattii L27/01 (cultivado em ágar Saboraud a 37ºC por 48 horas) em 

PBS 1x. A suspensão foi contada em câmara de Neubauer com azul de Trypan. As 

células de C. gattii foram opsonizadas em soro murino a 10% por 1 hora a 37°C e 

ressuspensas em meio RPMI-1640 com 10% de FCS. As leveduras viáveis foram 

ajustadas para 0,4x10
5
 células por poço (1:5 de leveduras para macrófagos) e 

adicionadas à cultura de macrófagos já nas placas de 24 poços contendo lamínulas 

circulares de 13 mm. Paralelamente, os macrófagos também foram infectados com o 

vírus influenza para avaliar sua influência na fagocitose da levedura, de acordo com a 

estratégia descrita acima e na figura 8. A suspensão viral foi preparada a partir de 

estoque viral previamente titulado, por diluição em meio RMPI-1640 com 10% de FCS 

e ajustada para 2x10
5
 UFP para cada poço (1:1 de vírus para macrófagos). As culturas 

foram incubadas a 37°C em 5% CO2, por 3 e 24 horas após a infecção por C. gattii. 
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Após 3 horas de incubação, as lamínulas foram cuidadosamente retiradas, 

lavadas em PBS 1x estéril, secas, fixadas com metanol gelado, montadas em lâminas e 

coradas com o corante Panótico. A contagem dos macrófagos foi realizada por meio de 

microscopia óptica e a capacidade fagocítica foi expressa pelo percentual de leveduras 

internalizadas nas células fagocíticas, foram analisados pelo menos 100 macrófagos. 

O ensaio de proliferação intracelular (IPR) foi realizado como descrito por Ma et 

al. (2009), com modificações, para investigar a taxa de proliferação intracelular das 

leveduras internalizadas. Para o ensaio de IPR, foram utilizados os mesmos grupos 

(figura 8) e conforme protocolo descrito anteriormente, exceto pela ausência da 

lamínula nos poços das placas. Após 3 e 24 horas de incubação dos macrófagos 

infectados, o sobrenadante foi removido. Cada poço foi lavado delicadamente de 2 a 3 

vezes com PBS 1X a 37ºC para remoção das células de leveduras aderentes e 

extracelulares. A seguir, foram adicionados em cada poço 200 μL de água destilada 

estéril para lise dos macrófagos, seguido por 30 minutos de incubação a 37 ºC, para 

liberação e coleta das células. Após o período de incubação, os 200 µL foram coletados 

e as células de levedura intracelulares foram plaqueadas em ASD e cultivadas a 37°C 

por 48 horas para determinação das células viáveis (UFC/mL). A taxa de proliferação 

intracelular foi calculada pela razão do número máximo de leveduras intracelulares, 

contadas no tempo de 24 horas, pelo número de leveduras contadas inicialmente após 3 

horas de infecção dos macrófagos (24:3 horas). 

 

4.10 Quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio, peroxinitrito e 

óxido nítrico no ensaio de fagocitose 

A quantidade endógena de espécies reativas de oxigênio (ROS) e peroxinitrito 

(PRN) foram mensuradas por um ensaio fluorimétrico utilizando uma sonda específica 

(Ferreira et al., 2013). No ensaio de ROS e PRN, as células obtidas da medula foram 

tratadas como no teste de fagocitose descrito acima (tópico 4.9 e figura 8), diferindo 

apenas no meio, no qual utilizou o RPMI-1640 sem fenol red e no modelo da placa (foi 

utilizada placa de 96 poços). Após o período de incubação (3 horas), a mistura foi 

incubada por 30 minutos a 37ºC com 20nM de dihydrorhodamine 123 (DHR 123; 

Invitrogen, Life Technologies) e 2,7-diclorofluoresceína diacetato (DCFH-DA; 

Invitrogen, Life Technologies) para quantificação de ROS e PRN, respectivamente. Foi 

por fim mensurada a fluorescência em um fluorômetro (Varioskan Flash, Thermo), 
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usando comprimentos de onda de excitação de 485nm e emissão de 530nm. Os dados 

foram expressos como unidades arbitrárias de fluorescência ± SE. 

Para a quantificação da produção de óxido nítrico (NO) foi utilizado o 

sobrenadante do ensaio de fagocitose, e determinada através do teste de Griess. Dessa 

forma, 100 μl dos sobrenadantes recolhidos foram misturados com o mesmo volume do 

reagente de Griess (1% de sulfanilamida [Sigma-Aldrich] diluída em 5% de ácido 

fosfórico [H3PO4] e 0,1% de Naphtiletilenodiamina [Sigma-Aldrich]). A concentração 

de nitrito foi definida por extrapolação a partir de uma curva padrão com concentrações 

conhecidas de nitrito de sódio, e a absorbância mensurada em comprimento de onda de 

540 nm com um leitor de microplacas de 96 poços, o resultado foi expresso como 

concentrações micromolares (μM) de nitrito (Santos et al., 2013). Para todos esses testes 

in vitro descritos acima, também tiveram grupos pré-incubados com IFN-γ (50 U/ml) 

overnight a 37ºC em 5% CO2. Os ensaios foram realizados em sextuplicada. 

 

4.11 Modelo celular in vitro de barreira hematoencefálica (BBB) e análise de sua 

integridade frente ao C. gattii, ao vírus Influenza A e à coinfecção 

O modelo in vitro de barreira hematoencefálica (BBB) foi utilizado com o 

intuito de verificar o efeito da transmigração de Cryptococcus ssp. e a manutenção da 

integridade e permeabilidade da membrana da BBB frente ao C. gattii, ao vírus 

Influenza A e à coinfecção entre eles. Esse modelo foi desenvolvido durante o 

doutorado sanduíche no exterior no Westmead Institute for Medical Research – 

The University of Sydney, Austrália, sob a orientação da Profª. Drª. Tania Sorrell, 

Profª. Drª. Julianne Djordjevic e da Drª. Keren Francis.  

Células endoteliais microvasculares cerebrais humanas (hCMEC / D3), referidas 

como HBEC, foram semeadas em placas de cultura revestidas com colágeno de 35 mm 

(Corning, NY, USA, Cat # 430165), crescidas até a confluência em meio de EBM2 

como descrito anteriormente (Ma et al., 2006). Essas células foram usadas para 

construção in vitro do modelo de BBB. Transwells de 24 poços contendo Cornings de 

6,5 mm com poros de 8,0 μm (Corning, NY, EUA) foram revestidos com colágeno 3% 

por 1 hora a 5% CO2/37ºC. Cada inserção foi lavada com meio EBM2, e 600 μl e 100 μl 

de EBM2 foram adicionados à câmara de baixo e de cima de cada Transwell, 

respectivamente. As células HBEC foram semeadas na parte de cima da Transwell na 
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concentração final de 1x10
5
 células/poço, e cultivadas até à confluência a 37 ºC numa 

atmosfera a 5% de CO2, como descrito por Sorrell et al., 2016.  

Após a montagem do modelo in vitro da BBB como descrito acima, foi 

analisada a transmigração de C. gattii na presença ou ausência do vírus Influenza A, o 

vírus foi adicionado às células endoteliais 30 minutos antes da adição do fungo. Em 

outro grupo testou também fatores do hospedeiro estimulados ou não pelo vírus 

Influenza A como, por exemplo, células PBMC (peripheral blood mononuclear cells) 

obtidas de sangue humano, que foram também classificadas como monócitos clássicos 

(CD14
+
 CD16

-
), intermediários (CD14

+
 CD16

+
) e não clássicos (CD14lowCD16+) através 

da marcação com anticorpo para CD14 e CD16 (Vio-MACS). As populações foram 

selecionadas por citometria de fluxo (BD FACSCanto II cell analyzer, BD Biosciences) 

e analisadas usando o software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). A população de 

monócitos humanos CD14
+
 (clássicos) foi também utilizada nas análises de 

transmigração, uma vez que CD14 é abundantemente expresso na superfície de 

monócitos e macrófagos humanos (Yang et al., 2014; Ohradanova-Repic et al., 2016). 

As células PBMC ou CD14
+
 foram previamente infectadas com 2 MOI (2x10

5
 

UFP) do vírus Influenza H1N1 por 30 minutos a 37ºC em 5% CO2. Após esse tempo, C. 

gattii (2x10
4
 UFC) foi adicionado por mais 30 minutos e só depois o volume total foi 

colocado na parte superior da Transwell, as placas foram então incubadas overnight a 

37ºC em 5% CO2 para quantificação do número de colônias (UFC) de Cryptococcus 

presente na parte superior e inferior da Transwell, como forma de verificar quanto o 

fungo transmigrou a BBB, passando para a parte de baixo da Transwell nesse período. 

Além disso, foi avaliada a manutenção da integridade e permeabilidade da BBB 

na presença de diferentes concentrações do vírus Influenza (2,5x10
4 

UFP [5 μl]; 5x10
4
 

UFP [10 μl] ou 7,5x10
4
 UFP [15 μl]) após incubação overnight a 37ºC em 5% CO2, 

utilizando FITC-Dextran (70,000 KDa, SIGMA-Aldrich). A BBB por conter fortes 

junções endoteliais dificulta a passagem do FITC-Dextran para a parte de baixo da 

Transwell, caso a integridade da membrana esteja comprometida, o FITC-Dextran 

passará com maior facilidade e será mais detectado na parte de baixo da Transwell. O 

FITC-Dextran foi quantificado por fluorescência e sua concentração definida por 

extrapolação a partir de uma curva padrão com concentrações conhecidas de FITC-

Dextran, e a absorbância mensurada em comprimento de onda de 540 nm com um leitor 

de microplacas de 96 poços, o resultado foi expresso como concentrações de FITC-

Dextran (μg/mL). 
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4.12 Análise estatística dos dados 

Os resultados foram analisados utilizando-se testes estatísticos para comparar as 

diferenças significativas entre os grupos estudados com o apoio instrumental do 

software PRISMA 5.0 (GrapPad Inc., San Diego, CA, USA). O nível de 95% de 

significância foi considerado para que os valores sejam significativamente diferentes 

(p<0,05). A curva de sobrevida de Kaplan-Meier foi gerada e analisada usando o teste 

de log rank. Os dados do protocolo SHIRPA foram analisados usando a área sob a 

curva, seguidos por análise de variância (ANOVA) e o teste de Tukey. Os demais dados 

foram analisados estatisticamente por análise de variância (ANOVA) e em caso de 

significância foram aplicados os testes de Tukey para comparação entre todos os grupos 

e/ou teste T para comparar dois grupos entre si.  
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5 RESULTADOS 

5.1 Avaliação da curva de sobrevida e do perfil comportamental (SHIRPA) 

Para selecionar o melhor tempo de inoculação do vírus em relação à infecção por 

C. gattii durante a coinfecção, camundongos C57BL/6 foram utilizados como descrito 

nos tópicos 4.2 e 4.3. A sobrevida dos animais foi analisada para cada tempo de 

infecção com o vírus influenza A, e os resultados obtidos para curva de sobrevida estão 

demonstrados na figura 9. 

 

Figura 9: Curva de sobrevida de camundongos coinfectados com o vírus Influenza A (IAV) e C. 

gattii (Cg). Seis camundongos por grupo foram inoculados com 10
4
 células da linhagem L27/01 de C. 

gattii via intratraqueal e/ou com 10
3
 partículas virais de influenza A via intranasal. A, B e C são as curvas 

com o vírus inoculado 10, 7 e 3 dias antes da infecção (DAI) por C. gattii, respectivamente. Enquanto na 

parte de baixo da figura (D, E e F) são as curvas onde o vírus foi inoculado após 3, 7 e 10 dias de 

infecção (DPI) por C. gattii, respectivamente. Cg: C. gattii L27/01; IAV: Vírus Influenza A PR8 H1N1. 

***p<0,0001 (diferença estatística quando comparado ao grupo IAV+Cg). 

Os animais infectados somente com C. gattii, tiveram uma média de sobrevida 

de 26,5 dias, em contrapartida, animais infectados somente com o vírus influenza A em 

dose subletal (LD
50

: 0,1) não sucumbiram. Porém, pelo acompanhamento da variação de 

peso dos animais (Figura 12F) pode-se assegurar que eles foram infectados com o vírus, 

pois os animais perderam peso por volta do 3º a 6º dia de infecção e logo após 

recuperaram seu peso normal. Esse quadro de infecção viral mimetiza em camundongos 

o que ocorre em seres humanos, que durante um período apresenta sinais e sintomas de 

uma gripe de caráter benigno, com cura após três ou quatro dias da manifestação dos 

primeiros sinais, caso não haja complicações, sem causar o óbito (Carneiro et al., 2010). 

Porém, quando os animais recebem uma dose letal do inóculo viral (1x10
5 

UFP/animal), 
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estes sucumbem com apenas cinco e seis dias de infecção (Anexo 4), o que nos 

confirma mais uma vez a atividade das partículas virais utilizadas no experimento. 

Para todos os tempos de coinfecção: 10 e 7 DAI; e 3, 7, e 10 DPI por C. gattii, 

não houve diferença significativa entre a média de sobrevida dos animais em relação à 

infecção somente com C. gattii, apresentando um perfil de sobrevida semelhante a este 

grupo. Contudo, quando analisamos a curva de sobrevida dos camundongos com três 

dias de infecção viral antes de ser inoculada a levedura (3 DAI), esta foi 

estatisticamente menor (p<0,0001). Os animais sucumbiram de forma brusca e muito 

precoce quando comparados à infecção somente com C. gattii (média de sobrevida = 25 

dias) e também somente com o vírus (não sucumbiram). No qual, o primeiro animal 

deste grupo (3 DAI) sucumbiu no quinto dia e o último animal sucumbiu no oitavo dia 

de infecção após a infecção com C. gattii (média de sobrevida = 7,5 dias).  

Na busca por um tempo de inoculação viral em relação à infecção por C. gattii 

que se destacasse para propor um modelo de coinfecção entre eles, o grupo de infecção 

viral três dias antes da infecção por C. gattii foi selecionado para os demais 

experimentos, devido sua intrigante diminuição na sobrevida dos camundongos (figura 

11A). Esse mesmo perfil de coinfecção foi obtido usando as linhagens de C. gattii R265 

e C. neoformans H99, no qual o vírus também foi inoculado (i.n.) três dias antes da 

infecção (3 DAI) por Cryptococcus (Figura 10). A sobrevida dos animais coinfectados 

foi igualmente reduzida (p<0.005) para ambas as linhagens testadas, C. gattii R265 

(Figura 10A) e C. neoformans H99 (Figura 10B), como observado para a linhagem de 

C. gattii L27/01. 
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Figura 10: Curva de sobrevida de camundongos infectados ou coinfectados com o vírus Influenza A 

e diferentes linhagens de Cryptococcus. Outras linhagens de Cryptococcus foram testadas para o modelo 

de coinfecção com o vírus influenza A selecionado. Seis camundongos por grupo (C57BL/6) foram 

infectados i.n. com 1x10
3
 UFP/animal do vírus Influenza A (IAV) três dias antes da infecção i.t. (3 DAI) 

por C. gattii (Cg) R265, VGII (A) ou por C. neoformans (Cn) H99, VNI (B), ambos com um inóculo de 

1x10
4
 UFC/animal. -----A linha pontilhada vertical indica onde inicia a diferença mais perceptível entre 

os grupos. **p<0.05 e ***p<0.005 (diferença quando comparado ao grupo IAV+Cg ou IAV+Cn). 
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Um estudo prévio de nosso grupo demonstrou que a carga viral de influenza nos 

pulmões foi maior no quarto dia de infecção e o vírus passa a não ser detectado a partir 

do décimo dia da infecção viral (Barbosa et al., 2014). Portanto, tendo em vista que 

dentre todos os tempos testados somente a coinfecção com o vírus influenza 3 DAI 

resultou em diminuição da sobrevida dos camundongos, nossos dados sugerem uma 

forte ligação entre a alta replicação viral e o aumento da susceptibilidade à C. gattii 

durante infecções agudas por influenza. Para testar essa hipótese, nós tratamos os 

animais diariamente com o antiviral oseltamivir e/ou com o antifúngico fluconazol. 

Notavelmente, foi verificado que o tratamento com oseltamivir aumentou 

significativamente a sobrevida dos camundongos coinfectados em relação aos animais 

coinfectados não tratados (Figura 11B). Por outro lado, apesar do tratamento com o 

antifúngico fluconazol aumentar a sobrevida dos animais infectados somente com C. 

gattii; o fluconazol não alterou a sobrevida dos animais coinfectados quando comparado 

ao grupo coinfectado não tratado (Figura 11C). Entretanto, o tratamento combinado 

com ambas as drogas (Oselt+FLZ) também aumentou significantemente a sobrevida dos 

camundongos coinfectados (Figura 11D). 
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Figura 11: Curva de sobrevida e tratamento de animais coinfectados com Vírus Influenza A (IAV) 

e C. gattii (Cg). A) Curva de sobrevida dos animais coinfectados com o vírus influenza A 3 DAI por C. 

gattii. Curva de sobrevida de animais tradados com Oseltamivir (B), Fluconazol (C) ou com a associação 

de ambos os tratamentos fluconzaol e Oseltamivir (D). Cg: C. gattii L27/01; IAV: Vírus Influenza A PR8 

H1N1; IAV+Cg: Vírus Influenza A inoculado três dias antes da infecção (3 DAI) por C. gattii; NT: 

grupo não tratado; FLZ: Fluconazol; Oselt: Oseltamivir. ***p<0.001 (diferença quando comparado ao 

grupo IAV+Cg). -----A linha pontilhada vertical indica onde inicia a diferença mais perceptível entre os 

grupos.  
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A aplicação do protocolo SHIRPA mostrou que a infecção por C. gattii causou 

disfunção cerebral, enquanto não foi detectado comprometimento cerebral durante a 

infecção com o vírus influenza (Figura 12A-E). Além disso, animais coinfectados com 

Influenza (3 DAI) e C. gattii apresentaram graves alterações funcionais e 

comportamentais, apresentando um significativo decréscimo nas cinco categorias 

avaliadas, tais como, tônus e força muscular; comportamento motor; estado 

neuropsiquiátrico; função autônoma e função e reflexo sensorial; e ainda apresentaram 

maior perda de peso em relação a todos os outros grupos analisados (Figura 12A-F). 

Essas alterações indicam uma maior morbidade dos animais coinfectados com base na 

análise comportamental através do protocolo SHIRPA.  
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Figura 12: Perfil comportamental e variação de peso dos animais coinfectados com Vírus Influenza 

A (IAV) e C. gattii (Cg). A avaliação do perfil comportamental dos animais foi realizada através do 

Protocolo SHIRPA, resultados encontrados por análise da área sob a curva das cinco categorias 

funcionais do score de gráficos obtidos com o protocolo SHIRPA (Anexo 5). A) Tônus e força mucular; 

B) Comportamento motor; C) Estado neuropsiquiátrico; D) Função autônoma; E) Função e reflexo 

sensorial; F) Acompanhamento de peso (%) dos animais. Cinco animais por grupo foram submetidos ao 

protocolo SHIRPA. NI: animais controles não infectados; Cg: C. gattii L27/01; IAV: Vírus Influenza A 

PR8 H1N1; IAV+Cg: Vírus Influenza A inoculado três dias antes da infecção (3 DAI) por C. gattii. 

***p<0.0001 (diferença estatística quando comparado ao grupo NI, Cg e IAV); #p<0.05 e ###p<0.0001 

(diferença estatística quando comparado ao grupo NI). 
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5.2 Mensuração da carga fúngica e viral nos órgãos alvos 

Para quantificar as unidades formadoras de colônias (UFCs) recuperadas dos 

órgãos dos camundongos, realizou-se uma nova infecção. Após quatro dias de infecção 

por C. gattii (equivalente a sete dias após a infecção viral) os animais foram 

eutanasiados para retirada dos órgãos alvo, conforme esquema da figura 6. A carga viral 

(UFP) dos pulmões e a carga fúngica (UFC) recuperadas dos pulmões, cérebro, lavado 

broncoalveolar (LBA), fígado e baço após quatro dias de infecção, são observadas na 

figura 13.  

Para a determinação da carga viral, o vírus foi somente titulado a partir dos 

pulmões, pois não é sabida, para esse tipo viral, a disseminação para outros órgãos, nem 

para o SNC. A carga viral encontrada nos pulmões (figura 13A), não foi diferente 

estatisticamente, analisando a coinfecção e somente o vírus influenza A. O que nos 

mostra que o numero de UFP/g de órgão não se modifica na presença de C. gattii. 
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Figura 13: Carga viral (UFP/g de órgão) dos pulmões (A) e carga fúngica (UFC/g de órgão) 

recuperada dos pulmões (B); lavado broncoalvelar (C); cérebro (D); fígado (E) e baço (F) dos 

animais eutanasiados após 4 dias de infecção por C. gattii, coinfectados com o vírus Influenza PR8. 
Cg: C. gattii; IAV+Cg: Vírus Influenza A inoculado três dias antes da infecção (3 DAI) por C. gattii; 

ND: Não detectado. ***p<0.0005 (diferença estatística quando comparado ao grupo Cg).  

 

A infecção concomitante do vírus influenza A e C. gattii resultou no aumento 

significativo da carga fúngica no cérebro dos camundongos (figura 13D), mas não nos 

pulmões (figura 13B), quando comparado ao grupo somente infectado com C. gattii. O 
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aumento significativo da carga fúngica no SNC durante a coinfecção correlaciona-se 

com os dados encontrados acima através do protocolo SHIRPA (figura 12A-E). Em que 

foi visto alterações neurológicas e comportamentais significativas nos animais 

coinfectados com o vírus influenza A, tanto antes ou depois da infecção por C. gattii, 

resultando em maior morbidade e na mortalidade precoce dos camundongos.  

Quando analisamos os outros órgãos tais como lavado, fígado e baço (figura 

10C, 10E, 10F, respectivamente), não encontramos diferença estatistica significativa 

entre a coinfecção pelo vírus dado três dias antes de C. gattii e C. gattii sozinho.  

 

5.3 Análise histopatológica 

Para avaliação histopatológica, seis animais por grupo foram inoculados i.t. com 

C. gattii (1x10
4
 UFC/animal), ou com Influenza A i.n. (1x10

3
 UFP/animal) ou 

coinfectados com ambos. Após quarto dias de infecção por C. gattii os animais foram 

eutanasiados e o cérebro e pulmões foram recuperados para as análises histopatológicas.  

 Nessa análise, foram avaliados os seguintes parâmetros histopatológicos 

incluídos no score total demonstrado na figura 14A: arquitetura pulmonar (danos no 

tecido pulmonar); degeneração das vias aéreas (bronquíolos); congestão e edemas dos 

septos alveolares; edema alveolar; infiltrado inflamatório bronquiolar e infiltrado 

inflamatório septal. Cada parâmetro foi classificado de 0 (ausente) a 4 (acentuado). Foi 

observada diferença estatística significativa (***p<0.0005) na presença do vírus 

Influenza (IAV e IAV + Cg), quando comparado aos animais não infectados (NI) e 

infectados somente com C. gattii (Cg).  

De acordo com as análises histopatológicas (figura 14A,B), pode-se observar 

que a presença do vírus Influenza, independente de se tratar de uma monoinfecção 

(IAV) ou da coinfecção com C. gattii (IAV + Cg), provoca danos pulmonares, com 

alteração da arquitetura pulmonar e degeneração moderada das vias aéreas 

(bronquíolos), congestão e edema dos septos alveolares, e também resultando em maior 

infiltrado inflamatório bronquiolar e septal no tecido pulmonar, o que não acontece nos 

animais desafiados somente com o fungo C. gattii, no mesmo tempo de infecção.  

A histopatologia do cérebro também foi realizada para o mesmo tempo de 

infecção acima (quatro dias após C. gattii), porém nenhuma alteração histopatológica 

foi identifacada nenhum grupo avaliado para esse tempo de infecção, sem nenhuma 

diferença entre os grupos (dados não mostrados). 
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Figura 14: Análise histopatológica dos pulmões. Seis animais por grupo foram inoculados i.t. com C. 

gattii (1x10
4
 UFC/animal), ou com Influenza A i.n. (1x10

3
 UFP/animal) ou coinfectados com ambos. Os 

animais foram eutanasiados após quarto dias de infecção por C. gattii e os pulmões recuperados. As 

seções histológicas dos pulmões foram coradas com HE e visualizadas a uma amplificação de 200×, 

foram avaliados pelo menos 10 campos por lâmina. A) Escore histopatológico dos pulmões. B) Painel 

histopatológico. Figuras representativas da histopatologia dos pulmões (barra de escala = 200μm). A seta 

indica a presença da levedura C. gattii na caixa amplificada (barra de escala = 50μm). Cg: C. gattii; IAV: 

vírus Influenza A; IAV+Cg: Vírus Influenza A inoculado três dias antes da infecção (3 DAI) por C. 

gattii; NI: grupo não infectado. ***p<0.0005 (diferença estatística quando comparado ao grupo Cg). 

 

5.4 Análise morfométrica de C. gattii recuperado do lavado broncoalveolar 

Para a análise morfométrica de C. gattii, foi determinado o diâmetro celular 

total, tamanho da cápsula e potencial Zeta das células após 48 horas de incubação a 



63 

 

37ºC em ASD. As células foram recuperadas do lavado broncoalveolar de camundongos 

monoinfectados ou coinfectados que foram eutanasiados quatro dias após a infecção por 

C. gattii (equivalente a sete dias da infecção viral), conforme o tópico 4.7.3 e figura 6B. 
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Figura 15: Análise morfométrica de C. gattii. A) Tamanho do diâmetro celular total (μm); B) Tamanho 

da cápsula polissacarídica (μm); C) Potencial Zeta (z/mV) e D) Porcentagem do diâmetro celular total 

(%) das células de C. gattii recuperadas do LBA dos animais eutanasiados quatro dias após a infecção por 

C. gattii. 5-10 μm: células com tamanho considerado típico para Cryptococcus ssp.; e >10 μm: células 

maiores. E) Foto representativa obtida do LBA de animais coinfectados, visualizadas durante a contagem 

em câmara de Neubauer. A cabeça de seta (►) mostra uma célula fagocítica tentando fagocitar uma 

aumentada e encapsulada célula de Cryptococcus (seta grossa), e a seta fina mostra uma célula de 

Cryptococcus com tamanho típico. Barra de escala = 20 μm. Cg controle: grupo controle, análise das 

células de C. gattii mantidas in vitro que foram usadas para a infecção dos animais. Cg: grupo infectado 

somente com C. gattii. IAV+Cg: grupo infectado com vírus três dias antes da infecção por C. gattii. 

Diferença estatística (p<0.05) entre os grupos comparados entre si são representadas pelas linhas 

horizontais (├──┤).  

 

É possível observar, na figura 15, alterações morfológicas de C. gattii na 

presença do vírus, em relação aos animais infectados somente pela levedura. Assim 

como o aumento do diâmetro das colônias (Figura 15A) recuperadas do lavado 

broncoalveolar (LBA). Da mesma forma, durante a coinfecção as células de C. gattii se 

tornam maiores, apresentando uma maior proporção de células com tamanho >10μm 

(35,9%), enquanto a infecção somente por C. gattii apresenta somente 18% de células 

maiores do que 10 μm (Figura 15D).  

No que diz respeito à cápsula polissacarídica (Figura 15B), a coinfecção resultou 

em maior tamanho da cápsula (p<0.05). Adicionalmente, como pode ser visto na figura 
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15C o potencial Zeta foi mais eletronegativo nas colônias adquiridas do LBA dos 

animais coinfectados em relação à infecção somente por C. gattii. Deve-se destacar o 

aumentado tamanho da cápsula e célula de C. gattii demonstrado pela seta grossa na 

figura 15D. Esses fatos juntos (maior cápsula, diâmetro e eletronegatividade) 

possivelmente dificultam a fagocitose como apontado pela cabeça de seta na foto do 

LBA (Figura 15D) e o aumento da cápsula pode ainda proteger a levedura de espécies 

reativas, prevenindo a morte celular. 

 

5.5 Análise do perfil inflamatório de camundongos infectados com o vírus 

Influenza A 

Dado as alterações histopatológicas encontradas nos pulmões causadas pelo 

vírus influenza A, foi investigado a resposta imune do hospedeiro contra o vírus 

influenza, que pode também ser responsável pela maior susceptibilidade à infecção 

secundária por C. gattii. Portanto, a análise dos mediadores inflamatórios e população 

celular no sítio de infecção foram alcançadas (tópico 4.8 e figura 7) com intuito de 

verificar a resposta inflamatória causada por influenza A no hospedeiro no momento da 

infecção por C. gattii. Nesse experimento, foi avaliado somente o vírus influenza A 

(1x10
3
 UFP/animal), comparados a animais não infectados. Os animais foram 

eutanasiados com três dias de infecção pelo vírus influenza, correspondente ao dia que 

seria inoculado o fungo C. gattii. 

A expressão dos genes de interferons do tipo I, tais como, interferon alfa (IFN-

α4) e beta (IFN-β) foram significativamente maiores (p<0.0005) na infecção por 

influenza (Figura 16A e B, respectivamente). Intrigantemente, os níveis de interferon 

gama (IFN-γ) foram estatisticamente reduzidos (p<0.005) após três dias da infecção 

viral em comparação com animais não infectados (Figura 16C). Além disso, os níveis 

do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) não foram alterados pelo vírus influenza 

(Figura 16D). Foi observado o aumento dos níves de mediadores pró-inflamatórios, 

como CXCL-1 (Figura 16E), interleucina 1-β (IL-1β) (Figura 16F) e IL-6 (Figura 16G) 

após a infecção viral. Por outro lado, as citocinas anti-inflamatórias IL-4 (Figura 16H) e 

IL-10 (Figura 16I) foram reduzidas em comparação ao grupo não infectado. 

Além disso, como é observado na figura 17, o vírus influenza também induz o 

recrutamento de células pró-inflamatórias para o local da infecção. A quantificação da 

atividade de MPO foi utilizada como medida indireta da acumulação de neutrófilos, 
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uma vez que MPO é a enzima pró-inflamatória mais abundante armazenada nos 

grânulos azurofílicos de granulócitos de neutrófilos (Pulli et al., 2013). Dessa mesma 

forma, uma estimativa da infiltração de macrófagos é dada pelo nível de NAG que está 

presente em alta atividade em macrófagos ativados (Bailey, 1988). Como resultado, as 

atividades das enzimas MPO (Figura 17A) e NAG (Figura 17B) foram elevadas 

significantemente (p<0.05) nos pulmões de camundongos infectados por influenza A 

comparados aos animais NI, sugerindo que neutrófilos e macrófagos, respectivamente, 

têm sido recrutados para o local da infecção. 
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Figura 16: Quantificação de citocinas e quimiocinas nos pulmões de camundongos após três dias de 

infecção por influenza A comparado a animais não infectados. Seis camundongos por grupo foram 

infectados somente com o vírus influenza (IAV) ou não infectados (NI) para investigar a resposta 

imunológica induzida pelo vírus influenza. Expressão do mRNA de IFN-α4 (A) e IFN-β (B). Níveis de 

IFN-γ (C), TNF-α (D), CXCL-1 (E), IL-1β (F), IL-6 (G), IL-4 (H) e IL-10 (I). ND: não detectado. 

**p<0.005 e ***p<0.0005 (diferença estatística quando comparado ao grupo NI).  

 

A análise por citometria de fluxo revelou um aumento no influxo de neutrófilos 

para o parênquima pulmonar em animais infectados com influenza (Figura 17C), 
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corroborando os dados de MPO. As células Natural Killer (NK) foram também 

aumentadas nos pulmões (Figura 17D). De uma forma geral a população de linfócitos 

(linfócitos totais, linfócitos T CD4, T CD8 e linfócito B) não foi alterada pela infecção 

viral (Figura 17E-H). 
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Figura 17: Recrutamento celular nos pulmões induzido pelo vírus influenza A (IAV), após três dias 

da infecção viral, comparado a animais não infectados (NI). O número relativo de neutrófilos (A) e 

macrófagos (B) foram determinados indiretamente pela quantificação da atividade das enzimas MPO e 

NAG, respectivamente. A análise de citometria de fluxo também foi realizada a partir do tecido pulmonar 

para identificação celular. População de neutrofilos (Ly6G
+
/GR1

+
) (C); células NK (CD3

-
NK1.1

+
) (D); 

Linfócitos totais (E); Linfócitos T CD4 (CD3
+
CD4

+
) (F); Linfócitos T CD8 (CD3

+
CD8

+
) (G); Linfócitos 

B (CD3
-
CD19

+
CD45

+
) (H); Macrófagos totais (F4/80

+
) (I); Macrófagos M1 (F4/80

low
Gr1

+
Cd11b

med
) (J); 

Macrófagos M2 (F4/80
high

Gr1
-
Cd11b

high
) (K); e Macrófagos Mres (F4/80

med
Cd11b

low
) (L). NI: animais 

controles não infectados; IAV: Vírus Influenza A. **p<0.005 e ***p<0.0005 (diferença estatística 

quando comparado ao grupo NI). 

 

Foi também verificado o influxo de macrófagos para os pulmões de animais 

infectados com o vírus influenza A (Figura 17I). A polarização desses macrófagos, 

avaliados de acordo com a expressão de F4/80, GR1 e CD11b (Vago et al., 2015), 

revelou altos níveis (p<0.005) de macrófagos classicamente ativados (macrófagos M1), 

população definida como F4/80
low

Gr1
+
Cd11b

med
 (Figura 17J). Porém nenhuma 

alteração foi verificada para macrófagos alternativamente ativados (macrófagos M2, 

F4/80
high

Gr1
-
Cd11b

high
) (Figure 17K), enquanto a população de macrófagos resolutivos 

(Mres, F4/80
med

Cd11b
low

) foi menor (p<0.05) na presença do vírus (Figure 17L). 
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5.6 Ensaios de fagocitose, proliferação intracelular (IPR) e quantificação do 

estresse oxidativo (ROS, PRN e NO) 

O ensaio de fagocitose foi realizado in vivo por meio da contagem de leveduras 

internalizadas nas células recuperadas do LBA e in vitro com a coinfecção de 

macrófagos obtidos de medula (BMDMs), como delineado no tópico 4.9 (figura 8). E, 

portanto, a influência do vírus Influenza A na fagocitose, no índice de proliferação 

intracelular (IPR) de C. gattii e na produção de espécies reativas (ROS, PRN e NO) 

foram determinados (Figura 18). 
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Figura 18: Ensaio de fagocitose in vivo e in vitro, proliferação intracelular (IPR) e produção de 

espécies reativas (ROS, PRN e NO). A) Fagocitose in vivo. Índice fagocítico (%) de leveduras 

internalizadas em células fagocíticas recuperadas do LBA aspirado de camundongos infectados com C. 

gattii e frente à coinfecção entre C. gattii e influenza (3 DAI). B) Fagocitose in vitro com BMDMs. 

Índice fagocítico de macrófagos BMDMs após 3h de incubação com C. gattii. C) Relação da proliferação 

intracelular (IPR) in vitro de C. gattii internalizados entre os tempos de 24 e 3 horas (24:3h). Produção de 

espécies reativas de oxigênio - ROS (D); Peroxinitrito - PRN (E) e óxido nítrico - NO (F) após 3h de 

infecção por C. gattii. Para a fagocitose in vitro, IPR, ROS, PRN e NO, grupos independentes de 

BMDMs foram infectados com C. gattii (Cg), Influenza (IAV) ou com Influenza A 2h antes de C. gattii 

(IAV+Cg). Os grupos foram estimulados ou não com IFN-γ. Cg: C. gattii somente; IAV: vírus influenza 

A somente; IAV+Cg: vírus Influenza A 2h antes de C. gattii. ϕ: BMDM. *p<0.05 e ***p<0.0005 

(diferença estatística quando comparado ao grupo Cg).  
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O índice fagocítico in vivo de C. gattii em animais coinfectados (IAV+Cg) foi 

reduzido em comparação com aqueles animais infectados somente com C. gattii. 

(Figura 18A). Como pode ser visto na figura 18B, esses dados foram confirmados no 

ensaio de fagocitose in vitro usando células BMDMs, no qual o índice fagocítico de 

macrófagos é diminuído (p<0.05) na presença do vírus, após 3 horas de incubação com 

C. gattii. Além disso, o ensaio de IPR revela que a carga fúngica é aumentada no 

interior dos macrófagos, indicando maior taxa de proliferação intracelular (figura 18C), 

ou seja, C. gattii tem uma maior capacidade de crescer no interior de BMDMs que têm 

sido previamente infectados com o vírus influenza.  

Investigou-se também o estresse oxidativo gerado durante a fagocitose nos 

tempos de 3 horas após a infecção por C. gattii, controles para produção de ROS e PRN 

foram feitos e são mostrados no anexo 6. Os resultados demonstraram que o desafio de 

macrófagos com o vírus influenza, ou com a coinfecção reduziu a produção de ROS 

comparado a células infectadas comente com C. gattii (Figura 18D), mas não reduziu a 

produção de PRN (Figura 18E), nem de NO (Figura 18F). O tratamento com IFN-γ 

aumentou a atividade oxidativa dos macrófagos (Figura 18D-F) e diminuiu a IPR para 

BMDMs desafiados somente com C. gattii. Entretanto, em macrófagos coinfectados, o 

vírus influenza A comprometeu a atividade fungicida dos macrófagos independente da 

elevação nos níveis de ROS, PRN e NO induzido pelo IFN-γ sendo, mesmo assim, 

observado maior proliferação intracelular de C. gattii (Figura 18C). Portanto, a presença 

do vírus influenza prejudica a fagocitose e a produção de ROS e aumenta a taxa de 

proliferação intracelular de C. gattii. 

 

5.7 Transmigração de Cryptococcus durante a coinfecção, e a manutenção da 

integridade e permeabilidade da membrana da BBB  

Com a finalidade de verificar a transmigração de C. gattii na presença ou 

ausência do vírus Influenza A, foi contruído um modelo in vitro de BBB composto por 

células endoteliais humanas do SNC. As células endoteliais (HBEC) foram infectadas 

com diferentes concentrações (2,5x10
4 

UFP [5 μl]; 5x10
4
 UFP [10 μl] ou 7,5x10

4
 UFP 

[15 μl]) do vírus influenza, 30 minutos antes da adição do fungo e incubadas overnight a 

37ºC em 5% CO2. Como pode ser observado na figura 19 o vírus influenza diminui 

significativamente o número de colônias de C. gattii recuperadas da parte superior da 

transwell (Top transwell), ao passo que aumentou o número de colônias recuperadas da 
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parte inferior da transwell (Bottom transwell) quando adicionado na concentração de 

2,5x10
4 

UFP (5 μl) (Figura 19A,B). Esse resultado sugere uma maior transmigração de 

C. gattii na presença do vírus influenza, uma vez que maior número de células foi 

encontrado na parte de baixo do transwell, indicando a transmigração do fungo através 

BBB. 

Um controle para células de C. gattii crescidas overnight nas mesmas condições 

(37ºC à 5% CO2), somente nos poços (well) sem a adição do corningt (transwell) foi 

feito e foi verificado que o influenza não altera o crescimento de C. gattii, seja na 

presença ou ausência das células endoteliais (Figura 19C). 
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Figura 19: Modelo in vitro de transmigração de C. gattii através da barreira hematoencefálica. 

Células endoteliais humanas (HBEC) foram desafiadas somente com C. gattii ou coinfectadas com C. 

gattii e o vírus influenza em diferentes concentrações 2,5x10
4
 UFP, 5x10

4
 UFP, ou 7,5x10

4
 UFP (5, 10 ou 

15 μl, respectivamente). Após 24 horas de incubação a 37ºC em 5% de CO2, uma alíquota de cada 

amostra da parte superior e inferior da transwell foram plaqueadas em àgar Sabouraud para determinação 

de UFC/mL de C. gattii recuperadas de ambos os lados da transwell. A) C. gattii (UFC/mL) recuperadas 

da parte superior da transwell (Transwell - Superior). B) C. gattii (UFC/mL) recuperadas da parte inferior 

da transwell (Transwell - Inferior). C) Controle de viabilidade de C. gattii, feito em placas de 24 poços 

sem transwell (somente well), incubadas na presença ou ausência do vírus Influenza A, e de células 

endoteliais (EC). **p<0.005 e ***p<0.0005 (diferença estatística quando comparado ao grupo Cg). 

 

Após 24 horas de infecção pelo vírus influenza A, foi também avaliada a 

integridade e permeabilidade das células endoteliais (HBEC) que compõem o modelo in 

vitro da BBB através da detecção do FITC-Dextran na parte de baixo da Transwell 

(bottom). A figura 20 A e B demonstra que independente da presença do vírus 

influenza, em ambas as concentrações testadas (2,5x10
4
 e 5x10

4
 UFP, correspondente a 

5 e 10 μl), a integridade da BBB se mantém, uma vez que não é observada diferença 

significativa entre a quantidade de FITC-Dextran recuperado da parte inferior da 

transwell. Podemos confirmar, analisando a figura 20A, que a BBB composta pelas 

células endoteliais (HBEC) diminui a permeabilidade, diminuindo significativamente a 

quantidade de transmigração de FITC-Dextran quando comparada ao grupo sem adição 

das células endoteliais, que permite alta migração do FICT-Dextran para a parte inferior 
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da transwell. Esse controle é importante, pois mostra a eficiência da BBB formada em 

nosso modelo, que mimetiza as fortes junções celulares da barreira hematoencefálica, 

apresentando pouca permeabilidade. 
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Figura 20: Manutenção da integridade e permeabilidade da BBB desafiadas com o vírus Influenza 

A. Células endoteliais (HBEC) que compõem a BBB foram desafiadas ou não com o vírus influenza A 

em diferentes concentrações (2,5x10
4
 e 5x10

4
 UFP, correspondente a 5 ou 10 μl de IAV). Após 24 horas 

de incubação a 37ºC em 5% de CO2, o sobrenadante foi removido e uma concentração conhecida de 

FITC-Dextran foi adicionada na parte superior da transwell. Como indicativo de transmigração após 1h e 

30 min, uma alíquota foi retirada da parte inferior para quantificação de FITC-Dextran existente na parte 

inferior da transwell. A) Permeabilidade da membrana, comparando os grupos da BBB com o controle 

sem adição das células endoteliais (EC). B) Permeabilidade da membrana dos grupos da BBB contendo 

as células endoteliais na presença ou ausência do vírus. Sem EC: grupo sem adição da camada de células 

endoteliais que formam a BBB. EC: grupo com a BBB formada por células endoteliais na ausência do 

vírus influenza A. EC + 5 μl IAV: grupo onde a células endoteliais da BBB foram desafiadas com 5 μl 

(2,5x10
4
 UFP) do vírus influenza A. EC + 10 μl IAV: grupo onde a células endoteliais da BBB foram 

desafiadas com 10 μl (5x10
4
 UFP) do vírus influenza A. 

 

Para verificar o mecanismo de “Cavalo de Tróia”, onde C. gattii ultrapassa a 

BBB dentro das células fagocíticas para evadir o sistema imune, foi usado células 

PBMC e monócitos humanos (CD14
+
). Primeiramente, na figura 21A, foi verificado o 

efeito do vírus influenza na fagocitose de C. gattii por células PBMCs humanas. 

Condizende ao resultado da fagocitose e IPR com BMDMs acima (Figura 18) o vírus 

influenza também aumenta o número de células recuperadas no interior das células 

PBMC (*p<0.05) em relação ao grupo PBMC infectado somente com C. gattii. Por 

outro lado, a viabilidade de C. gattii não é alterada quando a levedura é incubada na 

presença do vírus influenza. Mais uma vez confirma-se que o vírus influenza não afeta o 

crescimento de C. gattii. 

No ensaio de transmigração utilizando células PBMC, nenhuma diferença 

estatística foi observada na carga fúngica, apesar do ligeiro aumento no número de 

leveduras recuperadas na parte superior (Top) da transwell na presença do vírus e das 

células PBMC (Figura 21B). Nesse ensaio não foi possível determinar a taxa de 

transmigração do fungo, uma vez que nenhuma colônia foi detectada na parte inferior 
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(Bottom) da transwell para ambos os grupos (Figura 21C). Entretanto, quando 

avaliamos o segundo ensaio de transmigração, Figura 21 D-F, fica evidente que o vírus 

influenza diminui estatisticamente (***p<0.0005) o número de C. gattii recuperado da 

parte superior da transwell (Top) independente da presença das células CD14
+
 ou não 

(Figura 21D). Além disso, o vírus aumenta o número de células de C. gattii na parte 

inferior (Bottom) da transwell (Figura 21E), implicando em maior transmigração da 

levedura na presença do vírus. Esse dado é confirmado pelo gráfico de porcentagem de 

transmigração (Figura 21F), no qual C. gattii possui maior taxa de transmigração na 

presença do vírus influenza, principalmente quando na presença das células de 

monócitos clássicos CD14
+
, indicando a ocorrência do mecanismo de “Cavalo de Troia” 

nessas condições. 
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Figura 21: Ensaio de fagocitose e transmigração utilizando células humanas PBMC e CD14. 

Avaliação da transmigração de C. gattii dentro das células fagocíticas com o intuito de verificar o 

mecanismo de “Cavalo de Tróia”. A) Fagocitose de C. gattii por células PBMC humanas. B) C. gattii 

(UFC/mL) recuperadas da parte superior da transwell (Transwell - Superior), durante transmigração na 

presença de células PBMC. C) C. gattii (UFC/mL) recuperadas da parte inferior da transwell (Transwell - 

Inferior), durante transmigração na presença de células PBMC. D) C. gattii (UFC/mL) recuperadas da 

parte superior da transwell (Transwell - Superior), durante transmigração na presença de células CD14
+
 

humanas. E) C. gattii (UFC/mL) recuperadas da parte inferior da transwell (Transwell - Inferior), durante 

transmigração na presença de células CD14
+
 humanas. F) Porcentagem da transmigração de C. gattii na 

presença de células CD14
+
 humanas. ND: Não detectado. *p<0.05 e ***p<0.0005 (diferença estatística 

quando comparado ao grupo Cg) e 
#
p<0.05 e 

###
p<0.0005 (diferença estatística quando comparado ao 

grupo Cg+CD14). 
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6 DISCUSSÃO 

A incidência de infecções invasivas aumentou consideravelmente nos últimos 

anos, causada por uma maior população de imunocomprometidos (Sá e Zaragoza, 

2008). Dentre elas a criptococose é uma infecção fúngica com uma distribuição 

geográfica universal, que afeta mais de um milhão de pessoas por ano em todo o 

mundo. Diante da problemática encontrada para seu tratamento, a criptococose muitas 

vezes tem pobre prognóstico, o que aumenta sua morbimortalidade (Cogliati, 2013; 

Martín-Peña, Aguilar-Guisado e Cisneros, 2013). Cryptococcus gattii surge como um 

patógeno primário emergente que causa criptococose sistêmica também em hospedeiros 

imunocompetentes (Soares et al., 2011). 

Adicionalmente, o vírus influenza A, é responsável por significante morbidade e 

mortalidade em todo o mundo (Saxena et al., 2017). A infecção pelo vírus influenza 

acarreta uma patologia cuja evolução pode ser benigna, até graves infecções do trato 

respiratório sendo frequentemente fatal (Kuiken et al., 2012). Infecções pelo vírus 

Influenza são de grande interesse na saúde pública, pois além das epidemias sazonais, 

causam pandemias em intervalos irregulares (Krammer e Palese, 2015). Além disso, 

mesmo com as normas médicas e a saúde pública moderna, segundo a Organização 

Mundial de Saúde, as doenças infecciosas são a segunda maior causa de mortes em todo 

o mundo depois das doenças caridovasculares (WHO, 2004). Muitas vezes, ônus das 

doenças e as maiores despesas para a saúde vêm de várias infecções que ocorrem 

simultaneamente, isto é, a coinfecção (Pasman, 2012). Uma vez que as coinfecções vêm 

ganhando mais espaço, atenções devem ser voltadas para lidar com essas infecções que, 

por se tratar de mais de um patógeno associado ao hospedeiro, resultam em quadros 

clínicos mais graves, de difícil tratamento, podendo levar ao óbito (Smith et al., 2013).  

Além disso, o vírus influenza tem sido amplamente associado com aspergilose invasiva 

secundária, mesmo entre pacientes imunocompetentes, incluindo aqueles sem fatores de 

risco clássico (Kwon et al., 2013; Alshabani et al., 2015; Crum-Cianflone, 2016).  

Dessa maneira, baseado em vários relatos de coinfecções vírus-Aspergillus e 

vírus-bactéria com difícil prognóstico (Aebi et al., 2010; Liu et al., 2013; Cauley e 

Vella, 2015; Duvigneau et al., 2016), e dado a importância e gravidade da infecção por 

Influenza A e pelo fungo Cryptococcus spp., torna-se necessário entender os 

mecanismos envolvidos na interação entre Influenza e Cryptococcus spp.. Uma vez que 

estes dois patógenos acometem o trato respiratório e a coinfecção entre eles é possível, 
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como descrito por Hosseinnezhad e Rapose, (2012) e Gupta et al. (2015). Esses autores 

mostram uma evidência clínica da coinfecção envolvendo esses patógenos em humanos. 

Portanto, pelo fato de C. gattii ser um patógeno emergente que afeta aparentemente 

indivíduos saudáveis, e por apresentar um tropismo pulmonar, como o vírus influenza, 

nesse estudo foi avaliado o impacto da coinfecção entre esses potenciais patógenos em 

modelo murino. Nesse ponto de vista, o presente estudo é pioneiro em desenvolver um 

modelo experimental de coinfecção entre o vírus Influenza A e o fungo C. gattii. 

Inicialmente, fez-se necessário determinar a melhor estratégia experimental para 

testes de coinfecção in vivo entre o vírus influenza A e C. gattii, para isso avaliou-se 

vários tempos de infecção do vírus em relação à levedura. Notavelmente, a infecção 

secundária de C. gattii ao vírus influenza A (3 DAI) provocou aumento na morbidade, e 

resultou em um quadro precocemente letal da criptococose (Figuras 9 e 12). Igualmente, 

quando aplicamos esse mesmo modelo de coinfecção (3 DAI) para outras linhagens de 

Cryptococcus, tais como, C. gattii R265 e C. neoformans H99 o perfil de coinfecção foi 

exatamente o mesmo, resultando na morte precoce dos camundongos (Figura 10).  

Esse dado confirma a importância de se compreender a interação entre esses dois 

agentes infecciosos e condiz com as respostas clínicas encontradas na literatura, no qual 

infecções de bactérias secundárias à infecção por Influenza A, são mais graves e causam 

maior morbidade e mortalidade (Morens et al., 2008; Smith et al., 2013). 

Adicionalmente, já foi demonstrado em modelo murino que a coinfecção entre o vírus 

influenza e bactérias, são também precocemente letais (Kash et al., 2011; Jamieson et 

al., 2013; Tanaka et al., 2013). 

Os resultados mostram que é necessária uma infecção viral bem estabelecida 

(3DAI) para causar uma dramática diferença na sobrevivência do hospedeiro. Pois, 

quando os camundongos foram infectados com o vírus influenza três, sete e 10 dias 

após a infecção com C. gattii, não houve diferença significativa na sobrevida desses 

animais em relação à C. gattii sozinho. A infecção resolvida, ou com título viral em 

declínio, também não afetou a sobrevida dos animais coinfectados, como nos casos do 

vírus inoculado 10 e sete dias antes da infecção por C. gattii, respectivamente (Figura 

9). Especialmente porque o terceiro dia de infecção por influenza coincide com os altos 

níveis de vírus nos pulmões (Ayala et al., 2011; Pan et al., 2013; Barbosa et al., 2014). 

A importância da multiplicação viral ativa na maior susceptibilidade dos animais 

à infecção por C. gattii foi demonstrada pelo tratamento com o antiviral Oseltamivir, 

que aumentou a sobrevida dos camundongos coinfectados (Figura 11B); uma vez que o 
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mesmo perfil não foi observado durante o tratamento do grupo coinfectado com o 

antifúngico fluconazol (Figura 11C). Jamieson e colaboradores (2013), também 

demonstraram que o momento da infecção viral frente ao patógeno é primordial, pois 

apenas quando a infecção viral foi bem estabelecida, os camundongos coinfectados com 

doses subletais do vírus influenza A e da bactéria Legionella pneumophila, 

apresentaram 100% de letalidade, ao passo que todos os camundongos sobreviveram as 

infecções de cada patógeno isoladamente. 

Nas análises de quantificação da carga fúngica, um resultado intrigante foi o 

aumento de UFCs no SNC durante a coinfecção (3 DAI), enquanto nos pulmões e nos 

demais órgãos a carga fúngica não foi estatisticamente diferente entre os grupos. A 

carga viral nos pulmões também não foi diferente estatisticamente (Figura 13). Esse 

aumento na disseminação de C. gattii para o SNC durante a coinfecção confirma a 

gravidade da coinfecção observada na curva de sobrevida, perda de peso corporal e na 

análise do perfil funcional e comportamental, culminando no pior prognóstico 

observado (Figura 11B e 12A-F). E, por conseguinte, a análise comportamental 

realizada ao longo do experimento foi corroborada com os dados da curva de sobrevida 

e UFC. Ainda, as alterações comportamentais do grupo infectado somente por C. gattii 

foi semelhante às descritas em camundongos infectados com a levedura (Santos et al., 

2014), e em humanos com criptococose, descrito por Chen et al. (2012).  

Muito embora, pode-se especular que a disseminação das leveduras para o SNC 

possa ocorrer devido ao neurotropismo do fungo, uma vez que altas concentrações de 

substratos no líquor são assimiláveis pelo fungo, como tiamina, ácido glutâmico, 

carboidratos e minerais (Severo et al., 1999; Franco-Paredes et al., 2015), além da 

presença abundante de catecolaminas, usadas para síntese de um importante fator de 

virulência, a melanina. Outra hipótese que justifica essa preferência pelo SNC é o fato 

dele servir como “refúgio” para o fungo contra a resposta imune do hospedeiro (Lin e 

Heitman, 2006; Franco-Paredes et al., 2015). Porém, o modo que o fungo alcança o 

SNC na presença do vírus, levando ao aumento da carga fúngica nesse sítio, ainda 

permanece inexplicado e mais estudos são imprescindíveis para seu esclarecimento. 

A presença do vírus influenza A durante a coinfecção, de uma forma geral 

modifica a resposta inflamatória no hospedeiro, onde somente a infecção viral ou 

durante a coinfecção resultou em graves alterações pulmonares e intenso infiltrado 

inflamatório (Figura 14). De fato, o vírus influenza por si só é conhecido por prejudicar 

a função ciliar normal (Tavares et al., 2017). Em geral, a vunerabilidade a infecções 
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bacterianas secundárias ao vírus influenza é associada com danos pulmonares, 

comprometimento da fagocitose e de mecanismos de defesa do hospedeiro (Smith et al., 

2013; Cauley e Vella, 2015; Tavares et al., 2017). Na literatura, vários são os exemplos 

de mudanças na resposta inflamatória durante a coinfecção vírus-bactéria, inclusive de 

respostas imune exacerbada, que resulta em maior gravidade da doença e até letalidade 

(Kash et al., 2011; Jamieson et al., 2013; Tanaka et al., 2013). 

Essa mudança na resposta imune pode ser a chave que elucide o motivo pelo 

qual a coinfecção é mais grave e letal. E, por isso, foi avaliado o estado imune do 

hospedeiro, infectado somente o vírus influenza, no momento em que seria inoculado o 

fungo (três dias de infecção por influenza). O achado, por análises de citometria de 

fluxo (Figura 17), foi um perfil celular imunológico pró-inflamatório, com altas 

proporções de macrófagos (predominância de macrófagos M1), bem como o aumento 

do influxo de neutrófilos e células NK, mas sem alteração na população de linfócitos 

totais, T CD4, T CD8 e linfócitos B para o local de infecção, comparado aos animais 

não infectados.  

É sabido que as células NK são importantes para a resposta imune inata, pois 

diretamente reconhece, liga e causa a morte de C. neoformans (Li et al., 2013). Além do 

mais, a atividade anticriptocócica das células NK é dependente de IL-12 em células de 

pacientes com HIV (Kyei et al., 2016). Além disso, células NK são importantes 

produtoras de IFN-γ (Uemura et al., 2010). Junto a esse fato, os macrófagos M1 são 

conhecidos como macrófagos classicamente ativados, que apresentam um fenótipo pró-

inflamatório e são considerados eficientes no combate a microorganismos devido a sua 

aumentada produção de ROS, esses geralmente são ativados por interferon do tipo 2 

(IFN- γ) e, portanto, são muito importantes no combate a fungos, como Cryptococcus 

(Hardison et al., 2010; Davis et al., 2013; Davis et al., 2015). 

Através da quantificação dos níveis de citocinas, também ficou evidente o 

aumento do perfil de citocinas pró-inflamatórias, correlacionadas com o recrutamento 

das populações celulares inflamatórias para o sítio da infecção. Particularmente, notam-

se na presença do vírus, maiores níves de citocinas IL-1β, IL-6 e da quimiocina CXCL-

1 e a diminuição dos níveis das citocinas anti-inflamatórias IL-4 e IL-10, mas nenhuma 

mudança nos níves de TNF-α. Junto com esses dados, foi também observado o aumento 

da expressão de interferons do tipo 1 (IFN-α4 e IFN-β) que reflete o estado antiviral, 

conhecido por proteger as células do hospedeiro contra a infecção viral (Randall and 

Goodbourn, 2008; Tavares et al., 2017).  
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Prévios estudos tem demonstrado que a infecção por influenza pode induzir a 

produção de interferon do tipo 1, porém suprime a atividade fagocítica de macrófagos e 

compromete a função ciliar normal dos pulmões, que leva a um aumento na 

susceptibilidade a diferentes patógenos, incluindo o fungo Aspergillus spp. (Crum-

Cianflone, 2016) e infecções bacterianas secundárias (Shahangian et al., 2009; Kudva et 

al., 2011; Li et al., 2012). 

Intrigantemente, após três dias de infecção, deve-se destacar o significante 

decréscimo dos níveis de IFN-γ observado em camundongos infectados com influenza. 

Esses dados corroboram o estudo de Nguyen e colaboradores (2000), o qual 

demonstraram que interferons do tipo 1 (IFN-α/β) inibem a produção de IFN- γ por 

células NK e células T em um processo dependente da regulação de STAT1 (signal 

transducer and activator of transcription 1). De acordo com esses dados, Arimori et al. 

(2013) verificaram que camundongos knockouts para o receptor de interferon do tipo 1 

(IFNAR KO), infectados com influenza A PR8 produzem maiores quantidades de  IFN-

γ nos pulmões (Arimori et al., 2013). Além disso, Sato et al. (2015) mostraram o 

aumento da eliminação de C. neoformans em camundongos knockout para o receptor de 

IFN-α (IFNAR1KO), que exibiu maior produção de IFN-γ e IL-4. Esses autores 

também sugerem que interferons do tipo 1 podem estar envolvidos na regulação 

negativa da resposta imune inicial do hospedeiro contra a criptococose (Sato et al., 

2015). Juntos esses dados suportam nossos resultados onde os níveis de IFN-γ é 

reduzido quando interferon do tipo 1 é aumentado. 

A função do IFN-γ nas infecções fúngicas tem sido exaustivamente demonstrada 

e é considerada uma citocina chave na resposta anti-criptococócica do hospedeiro 

(Hardison et al., 2010; Davis et al., 2015). Estudos clássicos mostram que IFN-γ 

estimula a ação de macrófagos, culminando em maior fagocitose e morte do fungo 

(Flesch et al., 1989; Kawakami et al., 1995; Hardison et al., 2010; Davis et al., 2015). 

Da mesma forma, Panackal et al. (2015) em um estudo com criptococose em pacientes 

HIV-negativos, propuseram que a defectiva ativação de macrófagos é primordial para 

causar aumento da susceptibilidade dos pacientes ao fungo e uma maior predisposição 

da levedura para o SNC.  

Esses dados respaldam nossos resultados do ensaio de fagocitose (Figura 18), no 

qual a coinfecção resultou na reduzida atividade fungicida de macrófagos, como a 

redução da habilidade de fagocitar C. gattii, menor produção de ROS e aumento da 

proliferação fúngica no interior de macrófagos, que é correlacionada com a gravidade 
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da criptococose observada in vivo. A diminuição da fagocitose por macrófagos 

alveolares encontrada na presença do vírus durante a coinfecção, também já foi relatada 

por Smith e colaboradores (2013), em suas análises durante a coinfecção letal entre o 

vírus influenza A e a bactéria Streptococcus pneumoniae. Dentre os achados, os autores 

constataram a inibição da fagocitose de S. pneumoniae induzida pelo vírus Influenza A 

(Smith et al., 2013). 

Surpreendentemente, a estimulação prévia com IFN-γ não foi suficiente para 

controlar a taxa de proliferação intracelular do fungo durante a coinfecção com o vírus, 

independente do aumento da produção de espécies reativas (ROS, PRN e NO) pelas 

células fagocíticas (Figura 18C). Uetani e colaboradores (2008) demonstraram que o 

vírus influenza subverte a resposta mediada por IFN-γ através de efeitos nas vias de 

sinalização intracelular (Uetani et al., 2008).  

A reduzida fagocitose durante a coinfecção pode também ser uma consequência 

da plasticidade morfológica de C. gattii (Figura 15), que tem a capacidade de aumentar 

seu tamanho, sua cápsula polissacarídica e neutralizar espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio (Frases et al., 2009; Kronstad et al., 2011; Chen et al., 2014; Urai et al., 

2016). Já é bem descrita na literatura as propriedades da cápsula polissacarídica na 

infecção por Cryptococcus, sendo considerado o principal fator de virulência desse 

fungo, devido seu papel na inibição de fagocitose e morte por macrófagos, proteção aos 

tratamentos antifúngicos e ao estresse oxidativo, além de modular o sistema imune 

(Bovers, Hagen e Boekhout, 2008; Zaragoza et al., 2008; Urai et al., 2016).  

Do mesmo modo, a maior frequência de celulas aumentadas durante a 

coinfecção (Figura 15D) pode estar relacionada ao aumento da virulência de 

Cryptococcus spp. por diminuir a fagocitose, levar a persistência do fungo no 

hospedeiro e potencializar a disseminação para o SNC (Okagaki et al., 2010; Zaragoza 

and Nielsen, 2013). Ainda, a cápsula se torna mais eletronegativa, o que pode inibir a 

interação entre C. gattii e macrófagos (Nosanchuk et al., 1999; Ferreira et al., 2015). 

Diversos estudos relatam que os polissacarídeos presentes na cápsula de Cryptococcus 

inibem a liberação de espécies reativas de oxigênio (ROS) pelos fagócitos (Kronstad et 

al., 2011; Chen, Meyer e Sorrell, 2014).  

Adicinalmente, a IPR de C. gattii em PBMCs também foi maior no grupo 

coinfectado e os dados do modelo in vitro de BBB revelam que o vírus influenza, apesar 

de não alterar a integridade e permeabilidade da membrana, diminui o número de C. 

gattii recuperado da parte superior e aumenta na parte inferior da transwell, indicando 
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maior transmigração da BBB na presença do vírus, principalmente quando na presença 

de células CD4
+
,
 
monócitos humanos clássicos (Figura 19, 20 e 21). Especula-se então 

que C. gattii usa o macrófago, uma vez que sua atividade fungicida é reduzida, para 

evadir da resposta imune do hospedeiro e alcançar o SNC, pelo bem estabelecido 

mecanismo de “Cavalo de Tróia” (Sorrell et al., 2016; Santiago-Tirado et al., 2017), 

resultando assim no pior prognóstico da criptococose. 

Em resumo, podemos destacar que durante a coinfecção, o fungo sofre 

alterações em sua estrutura para driblar e vencer o sistema imune do hospedeiro. Nessa 

situação, a célula se torna mais eletronegativa, com maior tamanho da cápsula e do 

diâmetro celular, que por sua vez, dificulta a fagocitose. Além dos menores índices de 

fagocitose encontrados, a atividade efetiva dos macrófagos fica debilitada com menor 

produção de ROS, resultando em aumento da proliferação intracelular e maior evasão 

da levedura para o SNC. Todos esses eventos juntos auxiliam o fungo em sua 

sobrevivência no hospedeiro e aumentam sua virulência, que aliado à resposta 

inflamatória alterada e aos danos pulmonares devido à infecção viral gera quadros 

clínicos mais graves, com comprometimento neurológico, funcional e comportamental, 

culminando na letalidade abrupta e precoce do hospedeiro. Contudo, estudos adicionais 

devem ser realizados para melhor explicar os mecanismos e efeitos dessa interação, 

durante a coinfecção entre o fungo C. gattii e o vírus Influenza A. 

Portanto, nós sugerimos que (i) a injuria pulmonar associada com a (ii) 

diminuição da capacidade fagocítica e (iii) com o aumento da resposta inflamatória 

observadas nos pulmões dos camundongos; pode potencializar a disseminação de C. 

gattii para o SNC, levando ao pior prognóstico da doença, assim como previamente 

demonstrado em casos de coinfecções vírus-bactéria (Pittet et al., 2010; Kash et al., 

2011; Liu et al., 2013; Wolf et al., 2014). Sendo assim, o vírus influenza A deve ser 

considerado um fator predisponente para a criptococose. 
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7 CONCLUSÕES 

 

Como conclusões podemos destacar que a infecção secundária de C. gattii ao 

vírus influenza A provocou maior morbidade e letalidade precoce da criptococose, com 

aumento da carga fúngica no SNC dos camundongos, mas não nos pulmões. Durante a 

coinfecção são observados danos histopatológicos no tecido pulmonar e também 

alterações na morfometria das células de C. gattii; a célula se torna mais eletronegativa 

e com maior cápsula e diâmetro celular. A presença do vírus influenza leva ainda ao 

comprometimento da fagocitose, resultando em maior número de fungos viáveis 

recuperados no interior de fagócitos. Além disso, é evidente que o vírus influenza A, em 

seu pico de infecção (três dias de infecção), modifica a resposta inflamatória do 

hospedeiro, com aumento de neutrófilos e macrófagos no local da infecção, indução da 

produção de IFN-α4/β, mas diminuição dos níveis de IFN-γ, o que provavelmente 

desencadeia maior gravidade na criptococose, causada por C. gattii em modelo murino. 

Esses dados juntos indicam que a alteração da virulência de C. gattii e do perfil 

inflamatório durante a infecção simultânea com o vírus influenza A é essencial para 

aumento da morbidade, resultando na menor sobrevida dos camundongos. 

Este estudo é pioneiro em demonstrar um modelo experimental in vivo de 

coinfecção entre o vírus Influenza A e o fungo C. gattii. Além disso, fornecemos 

conhecimento sem precedente e primordial para compreensão dos mecanismos 

envolvidos na interação entre esses agentes infecciosos e o hospedeiro durante 

coinfecções. Todas essas alterações sucedidas à coinfecção auxiliam o fungo em sua 

sobrevivência no hospedeiro e aumentam sua virulência durante a coinfecção, 

agravando o quadro da doença e culminando na letalidade precoce de camundongos 

coinfectados. Dessa forma, concluímos que o vírus influenza A pode ser considerado 

um fator predisponente para a criptococose. 

As conclusões obtidas nesse trabalho estão delineadas no esquema de coinfecção 

entre o vírus Influenza A e o fungo C. gattii representado na figura 22. 
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Figura 22: Esquema representando a resposta imune do hospedeiro durante a coinfecção pelo vírus Influenza A (IAV) e C. gattii (Cg). A) Infecção inicial de 

camundongos pelo IAV, no qual o vírus alcança os pulmões (figura representativa de pulmões de camundongos) e encontra células imunes naives. B) Após três dias de 

infecção, a resposta imune do hospedeiro frente ao Influenza é caracterizada pelo rescrutamento de células imunes para o local de infecção, por exemplo, macrófagos, 

neutrófilos e células NK. Além disso, a presença do vírus resulta em uma resposta antiviral do hospedeiro com maiores níveis de citocinas IL-1β, IL-6, CXCL-1 e interferons 

do tipo I, tais como IFN-α e IFN-β e diminuição de IL-4, IL-10 e IFN-γ, comparado a animais não infectados. C) Após três dias de infecção por IAV, os animais são 

coinfectados pelo fungo C. gattii, no qual essa levedura encontra um microambiente que apresenta uma resposta antiviral já montada contra o vírus Influenza. Como foram 

observados menores níveis de IFN-γ, e uma vez que essa citocina desempenha importante função na resposta imune no combate à infecção por Cryptococcus, principalmente 

na ativação da capacidade fungicida de macrófagos alveolares foi, portanto, investigada a atividade fagocítica e fungicida de fagócitos. Durante a coinfecção, a atividade dos 

macrófagos fica prejudicada, a presença do vírus resulta na diminuição da fagocitose da levedura, menor produção de ROS e menor atividade fungicida, resultando em 

aumento da proliferação intracelular (IPR) do fungo no interior de fagócitos. Quatro dias depois da infecção por Cg os animais foram eutanasiados e a histopatologia, carga 

fúngica e a morfometria da levedura foram analisadas; a curva de sobrevida e morbidade dos camundongos foi também determinada. A infecção concomitante de IAV e Cg 

resultaram no aumento da carga fúngica no SNC, mas não nos pulmões, porém são observadas lesões histopatológicas pulmonares. Ainda, a levedura apresenta modificações 

em sua estrutura durante a coinfecção, com maior tamanho celular e capsular, e se torna mais eletronegativa. O aumento da IPR e as lesões histopatológicas podem estar 

ligados a maior carga fúngica encontrada no SNC. Além disso, a presença do IAV aumenta a morbidade e mortalidade de animais infectados com Cg, possivelmente 

relacionado ao aumento da disseminação fúngica para o SNC. Portanto, a infecção por IAV deve ser considerada um fator predisponente para a criptococose. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 Análise da transmigração de Cryptococcus ssp. para o SNC durante a 

coinfecção, através de modelo celular in vitro de barreira hematoencefálica 

(BBB), bem como avaliar fatores do hospedeiro ativados pelo vírus como, por 

exemplo, a indução de citocinas, na transmigração de Cryptococcus ssp. para o 

SNC usando o modelo de BBB. Em desenvolvimento. 

 

 Verificar o efeito da transmigração na manutenção da integridade e 

permeabilidade da membrana da BBB frente ao Cryptococcus ssp.; ao vírus 

Influenza A e à coinfecção entre eles. Em desenvolvimento. 

 

 Determinar a influência de macrófagos ativados ou não pelo vírus influenza A 

na transmigração de Cryptococcus ssp. para o SNC, verificando o mecanismo de 

cavalo de Tróia para transmigração da BBB. Em desenvolvimento. 

 

 Análise das interações vírus-Cryptococcus com o hospedeiro em modelos 

celulares do trato respiratório, para verificar a severidade da criptococose na 

presença do vírus e para melhor compreender como o vírus modifica a resposta 

imune que predispõe a criptococose. 
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Influenza A virus (IAV) infects millions of people annually and predisposes to secondary

bacterial infections. Inhalation of fungi within the Cryptococcus complex causes

pulmonary disease with secondary meningo-encephalitis. Underlying pulmonary disease

is a strong risk factor for development of C. gattii cryptococcosis though the effect of

concurrent infection with IAV has not been studied. We developed an in vivo model of

Influenza A H1N1 and C. gattii co-infection. Co-infection resulted in a major increase

in morbidity and mortality, with severe lung damage and a high brain fungal burden

when mice were infected in the acute phase of influenza multiplication. Furthermore,

IAV alters the host response to C. gattii, leading to recruitment of significantly more

neutrophils and macrophages into the lungs. Moreover, IAV induced the production of

type 1 interferons (IFN-α4/β) and the levels of IFN-γ were significantly reduced, which

can be associated with impairment of the immune response to Cryptococcus during

co-infection. Phagocytosis, killing of cryptococci and production of reactive oxygen

species (ROS) by IAV-infected macrophages were reduced, independent of previous

IFN-γ stimulation, leading to increased proliferation of the fungus within macrophages.

In conclusion, IAV infection is a predisposing factor for severe disease and adverse

outcomes in mice co-infected with C. gattii.

Keywords: Cryptococcosis, Cryptococcus gattii, influenza A H1N1, co-infection, risk factor

INTRODUCTION

Influenza A virus (IAV) is a negative stranded RNA virus, which belongs to the Orthomyxoviridae
family. Seasonal influenza causes 3–5 million cases of severe illness and about 500,000 deaths
annually (Krammer and Palese, 2015). It is well-recognized that severe influenza infections
predispose to secondary bacterial pneumonia, e.g., caused by Streptococcus spp. and Staphylococcus
spp. (Peltola and McCullers, 2004; Tanaka et al., 2013; Duvigneau et al., 2016). In addition,
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co-infection with IAV is well-described for the fungus Aspergillus
spp. (Kwon et al., 2013; Alshabani et al., 2015; Crum-Cianflone,
2016; Nulens et al., 2017); however there are few studies of co-
infection with other important respiratory fungal pathogens, e.g.,
Cryptococcus spp. The consequences of the co-infection with
IAV-cryptococci are poorly studied, being only available in two
case reports describing the secondary cryptococcal meningitis
during the 2009-pandemic influenza A H1N1 (Hosseinnezhad
and Rapose, 2012; Gupta et al., 2015).

Cryptococcosis is an emerging fungal disease caused by
Cryptococcus neoformans and C. gattii that initially affects lungs,
followed by dissemination to the central nervous system (CNS),
causing severe meningoencephalitis (Chen et al., 2012, 2014; May
et al., 2016). C. neoformans affects mainly immunocompromised
patients and C. gattii, immunocompetent individuals (Kronstad
et al., 2011; Bielska and May, 2016). It is estimated 1 million
people per year develop cryptococcosis, with about 650,000
deaths (Park et al., 2009; Almeida et al., 2015).

Based on case-control studies in hospitalized patients, the
main predisposing factors for C. gattii and C. neoformans
infections are HIV, organ transplantation, decompensated
hepatic cirrhosis, cell-mediated immune suppression,
autoimmune diseases, pneumonia, other pulmonary disorders,
and invasive cancer (Lin et al., 2015). Such studies excluded
patients with self-limiting infectious diseases such as viral and
easily treated bacterial infections (MacDougall et al., 2011;
Pappas, 2013). Notably, according to Pappas (2013), 17–22% of
non-HIV and non-transplant patients are considered healthy
hosts. These patients manifest more severe complications and
permanent neurological sequelae than those with underlying
immunocompromise (Pappas, 2013).

Influenza occurs worldwide and C. gattii is an emergent
and potentially epidemic respiratory fungus, which can cause
chronic and severe disease. Moreover, the clinical evidence
of co-infection for these pathogens has been reported in
humans (Hosseinnezhad and Rapose, 2012; Gupta et al., 2015).
In this context, Hosseinnezhad and Rapose (2012) suggested
that prolonged influenza A (H1N1) virus infection causes
immunologic defects and acute respiratory distress syndrome,
which may represent a further emerging risk factor for the
development of cryptococcosis in previously healthy individuals.
For this reason, we propose that co-infection with influenza
and C. gattii worsens disease severity and outcomes and here
report our investigation of this hypothesis using a murine
model.

MATERIALS AND METHODS

Cell Lines and Micro-organisms
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) cells were maintained
at 37◦C and 5% CO2 in complete Dulbecco’s modified Eagle
Medium (DMEM; SIGMA). Virus stocks of the mouse-adapted
influenza A/PR8/34 (H1N1) virus were prepared and titrated
on MDCK cells as previously described (Barbosa et al., 2014).
C. gattii (Cg) VGII, strain L27/01 (UFMG-CM-Y6141) was
cultured on Sabouraud’s Dextrose Agar (SDA) by 48 h at 37◦C
(Santos et al., 2014). Other Cryptococcus strains, such as, C. gattii

R265 (VGII) and C. neoformans H99 (VNI) were also used for
mice survival analysis.

Mice and Ethics Statement
Female C57BL/6 mice (6–8 weeks old) were obtained from the
animal facilities of the Universidade Federal de Minas Gerais.
All experimental procedures were carried out according to
the standards of the Brazilian Society of Laboratory Animal
Science/Brazilian College for Animal Experimentation (available
at www.sbcal.org.br) and Brazilian Federal Law 11,794. The
animal studies were approved by the Ethical Commission on
Animals Use of the Universidade Federal de Minas Gerais
(CEUA/UFMG, protocol n◦ 354/2015).

Infection and Co-infection Experiments
Six female C57BL/6 mice per group were anesthetized by
intraperitoneal injection of ketamine (60mg/kg) and xylazine
(10mg/kg). They were then inoculated intranasally (i.n.) with
20µL of 1× 103 plaque-forming units (PFU)/animal of IAV
diluted in PBS (0.1 LD50) or mock infected with PBS (Barbosa
et al., 2014) and/or inoculated intratracheally (i.t.) with 30µL
of 1× 104 colony-forming units (CFU)/animal of Cg or PBS
(controls) (Ferreira et al., 2015). We evaluated two sequential
co-infection protocols: (i) inoculation of IAV 10, 7, or 3 days
before infection (d.b.i.) with Cg; (ii) Infection with IAV, 3, 7,
or 10 days after infection (d.p.i.) with Cg. Behavior, weight and
survival of infected animals were monitored daily (Figure 1A).
After this step, we selected the inoculation of IAV 3 d.b.i. with Cg
(IAV+Cg) for all the next analysis.

In another set of experiments, mice (n = 6 animals per
group) infected with IAV alone or IAV+Cg were treated daily
with oral Oseltamivir, 31mg/kg/day (Oselt, Tamiflu R©, Roche).
Alternatively, mice infected with Cg alone or IAV+Cg were
treated daily with intraperitoneal fluconazole, 10 mg/kg/day
(FLZ, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Additional co-infected
animals were treated with both FLZ and Oselt. Treatment with
Oselt was started at the time of infection with IAV, whereas
treatment with FLZ was started at the time of infection with
Cg. In summary, experimental groups included: Not-treated
(NT) Cg, IAV, and IAV+Cg; IAV treated with Oselt, Cg treated
with FLZ, IAV+Cg treated with Oselt, IAV+Cg treated with
FLZ, and IAV+Cg treated with Oselt+FLZ (Figure 1A). All the
experiments were performed at least twice to confirm the data
and the results were always reproducible.

Behavioral Analysis
Mouse behavior and function was assessed longitudinally in
the groups: non-infected (NI), Cg, IAV and IAV+Cg (3
d.b.i.) using the SHIRPA protocol (Figure 1A) for neurological
diseases (Santos et al., 2014). These tests provide reliable
information on murine cerebral dysfunction and their general
status. Individual parameters evaluated were grouped into five
functional categories: neuropsychiatric state, motor behavior,
autonomic function, muscle tone and strength, and reflex and
sensory function. Individual parameters were summed up to
determine a total score for each category (Santos et al., 2014).
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FIGURE 1 | Study design. The first aim was to determine the survival and behavior alterations (using the SHIRPA protocol) in mice co-infected with influenza A virus

(IAV) and C. gattii (A). The top arrow indicates group of mice (C57BL/6) infected with 1× 104 CFU of C. gattii (Cg) intratracheally (i.t.) at day 0 (0 d), followed by

intranasally (i.n.) infection with 1× 103 PFU of influenza A virus (IAV) after 3 days of Cg infection. The bottom arrow indicates the group infected i.n. with 1 × 103 PFU

of IAV 3 days before infection (−3 d: −3 d.b.i) with 1× 104 CFU of Cg i.t. (day 0). The control groups were mice infected only with Cg, only with IAV and non-infected.

The survival, weight and behavior alterations of these animals were monitored daily. After that, the co-infected group of IAV 3 d.b.i. and Cg was chosen for the next

experiments. The same strategy of co-infection was used to determine the survival during the treatment of mice with the antiviral Oseltamivir, 31mg/kg/day (OSELT) or

antifungal fluconazole, 10mg/kg/day (FLZ); each drug was administered intraperitoneally daily and started at the day of infection with IAV (OSELT) or Cg (FLZ). The

second aim was to evaluate the disease profile (B). Mice were co-infected with IAV 3 d.b.i. and with Cg (IAV+Cg) or infected only by Cg; IAV or non-infected (NI). Four

days post-infection (4 d) with Cg (equivalent to 7 days infection with IAV), these animals were ethically euthanized to assess fungal (CFU/g) and viral burden (PFU/g) in

the organs (lungs and brain) and histopathological analysis; also the bronchoalveolar lavage fluid (BAL) was aspired to determine in vivo phagocytosis rate and the

morphometric analysis of colonies recovered from BAL. Further, our aim was to verify the role of influenza in immunological profile of mice at the time of Cg infection

(C). Mice were infected only with IAV (1× 103 PFU) or NI and were ethically euthanized after 3 days, then cytokines and chemokine levels were measured in the lungs.

Also, the myeloperoxidase (MPO) and N-acetylglucosamidase (NAG) activities were quantified as an indirect measurement of neutrophil and macrophage

accumulation in lungs, respectively. Lastly, the in vitro analysis using bone marrow derived macrophages (BMDM) (D) was performed to assess the influence of IAV

infection on Cg phagocytosis and intracellular proliferation rate (IPR), as well as measuring the production of reactive oxigen species (ROS), peroxynitrite (PRN), and

nitric oxide (NO). BMDM were infected with IAV 2 h before Cg infection and the reading was performed after 3 or 24 h of BMDM Cg infection. Control groups were

BMDM infected with only IAV or only Cg. All the experiments were performed at least twice to confirm the data and the results were always reproducible.
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Fungal and Viral Burden and
Measurements of Capsule Size and Zeta
Potential of C. gattii
After analysis of the survival curve, additional mice (n = 6
animals per group) were infected with Cg, IAV, or IAV+Cg or
NI. The animals were anesthetized and euthanized by cervical
dislocation 4 days post-infection with Cg (equivalent to 7 days
infection by IAV). Lungs and brain were collected, homogenized
in sterile PBS, plated onto SDA and incubated for 48 h at 37◦C to
determine the fungal burden, expressed as CFU per gram of tissue
or milliliter of fluid (Costa et al., 2016). Likewise, viral loads in
lung homogenates were assessed by titration in standard plaque
assays on MDCK cells (Garcia et al., 2013). The viral titer was
expressed as PFU per gram of tissue (Figure 1B).

In addition, bronchoalveolar lavage fluid (BAL) was aspirated
as previously described (Santos et al., 2013). Fungal colonies
recovered onto SDA after 48 h at 37◦C from the BAL of Cg
and IAV+Cg mice were further used for morphometric analyzes
and Zeta potential (ζ ) measurements (Figure 1B) as described
previously (Nosanchuk et al., 1999; Ferreira et al., 2015). Briefly,
Cg cells were visualized after suspension in Indian ink with
an optical microscope (Axioplan; Carl Zeiss); subsequently the
capsule size and total cell diameter size (diameter plus capsule) of
at least 100 cells wasmeasured in ImageJ 1.40g software (National
Institutes of Health (NHI), Bethesda, MD). Capsule size was
expressed in µm and the total cell diameter size was expressed
as a frequency (%) of enlarged cells (>10 µm) compared to the
size of typical cryptococcal cell (5–10 µm), according to Okagaki
et al. (2010). The Zeta potentials of the yeast cells were calculated
using a Zeta potential analyzer (Zetasizer NanoZS90; Malvern,
United Kingdom).

Histopathological Analysis
Brain and lungs were collected (n = 6 animals per group),
processed and stained with hematoxylin-eosin (HE) (Figure 1B).
Then, the samples were blinded examined under light
microscopy at 200x magnification. Each of the following
parameters were graded as 0 (absent), 1 (mild), 2 (moderate), 3
(intense), and 4 (severe): lung tissue damage; degeneration of
the airways (bronchioles); congestion and edema of the alveolar
septa; alveolar edema; bronchiolar inflammatory infiltrate; and
alveolar septa inflammatory infiltrate. Results were expressed
and summarized as the average of the combined scores for the
distinct parameters evaluated.

Lung Myeloperoxidase (MPO) and
N-acetylglucosaminidase (NAG) Activities
and Cytokine and Chemokine Levels
For the better understanding of the increased susceptibility
caused by IAV 3 d.b.i., six mice per group were infected with
IAV or mock infected (NI), and were euthanized 3 days after
infection (Figure 1C). MPO and NAG assays were performed on
lung pieces (100mg) (Costa et al., 2016), providing an indirect
measurement of neutrophil and macrophage accumulation
in lungs, respectively. The concentrations of IL-1β, IL-4,
IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α, and CXCL1 were measured by

ELISA using commercially available antibodies from DuoSet
Kits (R&D Systems, Minneapolis, MN) according to the
manufacturer’s instructions. Fragments of lung tissue (100mg)
were homogenized with 1ml of extraction buffer, prepared
with phosphate buffered saline—PBS (pH 7.4) containing
anti-proteases (0.1 mM phenylmethilsulfonyl fluoride, 0.1mM
benzethonium chloride, 10mM EDTA and 20 KI aprotinin
A, all purchased from Sigma-Aldrich) and 0.05% Tween 20.
The expression of IFN-α4 and IFN-β genes was measured in
lung tissue by qRT-PCR, using primers specific for murine
samples (Costa et al., 2014). The primers used were: mIFNα4,
5′-CCA CAG CCC AGA GAG TGA CCA GC-3′ (forward)
and 5′-AGG CCC TCT TGT TCC CGA GGT TA-3′ (reverse);
mIFNβ, 5′-GAAAGGACGAACATT CGGAAA T-3′ (forward)
and 5′-CGT CAT CTC CAT AGG GAT CTT GA-3′ (reverse);
and 18S ribosomal RNA, 5′-CGT TCC ACC AAC TAA GAA
CG-3′ (forward) and 5′-CTC AAC ACG GGA AAC CTC AC-3′

(reverse).

Phagocytosis, Intracellular Proliferation,
ROS, Peroxynitrite, and Nitric Oxide
Production by Macrophages
Initially, phagocytosis was studied in vivo during co-infection
by counting yeast cells internalized by phagocyte cells in
BAL (Figure 1B). The phagocytic index was determined as
the number of internalized yeast cells per 100 mononuclear
cells and results were expressed as a percentage. Further,
bone marrow-derived macrophages (BMDM) were isolated as
described previously (Ribeiro et al., 2017). Briefly, bone marrow
cells recovered from mice femurs and tibias were counted using
a hemocytometer and the concentration adjusted to 2× 106

cells/mL for incubation in BMM medium (RPMI supplemented
with 30% L929 growth conditioning media, 20% bovine
fetal serum [Gibco], 2mM glutamine [Sigma-Aldrich], 25mM
HEPES pH 7.2, 100 units/mL of penicillin-streptomycin [Life
Technologies]). Fresh media were added every 48 h. BMDMs
were collected on day 7 and used for subsequent experiments.
Then, 2× 105 BMDM/mL were plated into 24-well plates for
determining phagocytosis and Intracellular Proliferation Rate
(IPR) and 96-well plates for detection of Reactive Oxygen Species
(ROS) and peroxynitrite (PRN), and incubated overnight in
RPMI supplemented with 10% fetal bovine serum at 37◦C under
5% CO2 (Figure 1D).

To this aim, cells were inoculated with IAV (M.O.I. = 1)
2 h before (IAV+Cg) infection with Cg (5 cells:1 yeast) or with
Cg or IAV alone (Figure 1D). The phagocytic index post 3 h
inoculation with Cg was determined as described above. For
the IPR assay, cell culture supernatants were removed and non-
internalized and adherent yeast cells were removed by twowashes
with PBS. BMDMs then were lysed with 200µL of sterile distilled
water for 30min at 37◦C, and 50µL of this suspension were
plated on SDA for CFU determination. The IPR was calculated
as the quotient of the CFU/mL at 24 and 3 h post Cg inoculation
(Ma et al., 2009; Ribeiro et al., 2017).

The above experiments were also performed using RPMI-
1640 without phenol red (Sigma-Aldrich), followed by
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incubation with 2′,7′-dichlorofluoresceindiacetate (DCFH-
DA; Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) or
dihydrorhodamine-123 (DHR-123; Invitrogen) for ROS and
PRN measurements, respectively. Fluorescence was assessed
3 h post-inoculation of Cg using a fluorometer (Synergy 2
SL Luminescence Microplate Reader; Biotek) with excitation
and emission wavelengths of 485/530 nm. The data are
expressed as arbitrary units of fluorescence (Ferreira et al.,
2013). The supernatant from the phagocytosis assay was
used to quantify nitric oxide (NO) production using the
Griess assay. The nitrite concentration was determined by
extrapolation from a sodium nitrite standard curve, read
at 540 nm with a microplate reader. For all these tests,
we also have groups pre-incubated overnight with IFN-γ
(50 U/mL).

Statistical Analyzes
All statistical analyzes were performed using GraphPad Prism,
version 5.00, for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA,
USA) with p < 0.05 considered to be significant. Kaplan-Meier
survival curves were generated and analyzed using the log rank
test. SHIRPA data were analyzed using the area under the curve,
followed by analysis of variance (ANOVA) and a Tukey test. The
histopathology analysis, phagocytosis and IPR assay, ROS, PRN,
and NO measurements were analyzed by ANOVA followed by
Tukey test to compare different groups. The results of CFU/g,
PFU/g, capsule size, zeta potential, MPO and NAG activities,
cytokines and chemokines levels were analyzed by the non-
parametric Friedman test, used to compare two groups. All the
tests were performed at least twice and the results were always
reproducible.

RESULTS

Co-infection with IAV and C. gattii Leads to
Increased Morbidity and Reduces Survival
Rates in Mice
Initially we demonstrate that a sublethal dose of influenza virus
alters the survival of mice infected with C. gattii. Survival studies
reveal that infection with Cg alone causes 100% mortality by
35 days of infection (Figures 2A,B). Mice inoculated with IAV
alone, lost substantial weight up to day 6 (Figure 2C), but
survived the infection (Figure 2A). Notably, infection with IAV
3 days before Cg resulted in faster and higher weight lost and
reduced survival of infectedmice (death within 8 days) (p< 0.05)
compared with mice infected with Cg (Figures 2A,C). Identical
results were obtained using C. gattii R265 and C. neoformans
H99 strains (Supplementary Figure 1). In contrast, when we
compare Figures 2A,B, we observed that mice infected with IAV
3 days after Cg did not present difference in survival compared to
animals infected only by Cg (Figure 2B); otherwise mice infected
with IAV 3 days before Cg has a marked increase in the rate of
mortality. In the same way, there was no difference in survival of
mice infected with IAV 10 or 7 days prior to inoculation with Cg
(Supplementary Figure 2). Similarly, there was no difference in
survival of mice when IAV was inoculated 7 or 10 days after Cg
(Supplementary Figure 2).

Our previous study showed that the IAV load in lungs
peaked at about the fourth day after infection and that IAV
was cleared by day 10 (Barbosa et al., 2014). Therefore, our
data strongly suggested a link between high viral replication and
increased susceptibility to Cg during acute influenza infections.
To test this hypothesis, we treated mice daily with oseltamivir
and/or fluconazole. Remarkably, we verified that treatment

FIGURE 2 | Survival curve (A,B), weight variation (C) and treatment with antiviral oseltamivir (D), antifungal fluconazole (E), and combined treatment (F) of C. gattii

co-infection with Influenza A virus H1N1 (PR8). Six mice per group were infected i.t. with 1× 104 CFU of C. gattii, or a sublethal dose of Influenza A virus i.n. (1× 103

PFU/animal) or both. Cg: C. gattii; IAV: Influenza A virus; IAV+Cg: Influenza A virus 3 days before infection (3 d.b.i.) to C. gattii; Cg+IAV: Influenza A virus 3 days

post-infection (3 d.p.i.) to C. gattii. NI: group not infected; NT, Non-treated group; FLZ, Fluconazole; Oselt, Oseltamivir. - - - -The dotted vertical line indicates when the

statistically difference between the groups began. ***p < 0.0005. Data are representative of three independent experiments.
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with oseltamivir delayed the mortality in co-infected mice
(Figure 2D). While treatment with the antifungal fluconazole
improved survival of mice infected with Cg, it did not improve
survival in co-infected mice (Figure 2E). However, combined
treatment (Oselt+FLZ) significantly improved survival in co-
infected mice (Figure 2F).

Application of the SHIRPA protocol showed that infection
with IAV resulted in undetectable cerebral impairment while
infection with Cg did cause cerebral dysfunction. Moreover,
morbidity in co-infected mice was increased compared with all
other groups, showing a severe decline (p < 0.0005) in each of
the five functional categories evaluated (Figures 3A–E).

Co-infection (IAV+Cg) Increases Fungal
Burden in Brain and Causes Severe
Histopathological Changes in Lungs
To evaluate the disease caused by Influenza-Cryptococcus co-
infection, mice were infected with IAV 3 days before infection
by Cg (IAV+Cg) or infected only by Cg; IAV or non-infected
(NI). Four days (7 days of protocol) post-infection with Cg,
these animals were ethically euthanized for disease profile
investigation. We found no significant differences (p > 0.05) in
the viral (Figure 4A) and fungal burdens (Figure 4B) in lungs
of mice infected with IAV or Cg alone, respectively, compared
with co-infected mice. However, fungal loads in the brain were
significantly higher in co-infected mice than in mice infected
with Cg alone (Figure 4D). In addition, histopathological scores
were higher in lungs of mice infected with IAV or co-infected
when compared with those infected with Cg alone (Figure 4C).
Histopathological findings in the groups infected with IAV alone
or co-infected showed that the virus directly damages the lung

structure, including the mild airway degeneration, congestion
and edema of the alveolar septa and increased bronchial and
septal inflammation (Figure 4E). The presence of the fungus is
evidenced by arrow in the Cg group (amplified box, Figure 4E).

Co-infection Increased Capsule Thickness
and Electronegativity of the Fungal Cell
Surface
Considering the higher transmigration of Cg to CNS, we verified
if this fact could be associated with the fungal adaptation
(morphological modifications of Cg during co-infection) to
the host in the presence of virus. For this, colonies recovered
from BAL of mice co-infected or infected only by Cg were
submitted to capsule size and zeta potential determination.
Our data demonstrated an increased capsule size (Figure 5A)
and increased electronegativity (Figure 5B) in the fungal cells
recovered from BAL of mice infected with IAV+Cg, when
compared with those infected with Cg alone and cultured
fungi (Cg control). Figure 5C demonstrates a phagocyte (arrow
head) attempting to engulf an enlarged encapsulated Cg cell
(thick arrow, Figure 5C). In the same way, our results for
the total cell diameter size showed the higher proportion of
enlarged cells (>10 µm) in the co-infected group (35.9%), while
mice infected only by Cg present only 18.0% of enlarged cells
(Figure 5D).

IAV Increased Expression of IFN-α4 and
IFN-β and pro-Inflammatory Mediators, but
Decreased IFN-γ Levels
Given the severe histopathological alterations caused by IAV
infection, we investigated the host response against IAV that may

FIGURE 3 | Behavioral assessment of mice. The behavior performance was assessed daily by the SHIRPA protocol and the results are divided in five functional

categories: muscle tone and strength (A); motor behavior (B); neuropsychiatric state (C); autonomous function (D); reflex and sensory function (E). Five animals per

group were submitted to the SHIRPA Protocol. NI, group not infected; Cg, C. gattii; IAV, Influenza A virus; IAV+Cg, Influenza A virus 3 days before infection (3 d.b.i.) to

C. gattii. #p < 0.05, ###p < 0.0005 (statistically significant difference when compared to NI); ***p < 0.0005 (statistically significant difference when compared to

NI, Cg, and IAV). Data are representative of three independent experiments.
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FIGURE 4 | Viral and fungal burdens and histopathology. Six mice per group were inoculated i.t. with 1× 104 CFU of C. gattii, or i.n. 1× 103 PFU/animal of Influenza

A virus or both. After 4 days of infection with Cg (equivalent to 7 days infection by IAV) the animals were ethically euthanized to assess the viral and fungal burden and

histopathology. Histological sections of lungs were stained with H&E and visualized at 200× magnification and performed at least 10 fields per coverslip. Viral burden

in the lungs (A). Fungal burden in the lungs (B). Histopathological score of the lungs (C). Fungal burden in the brain (D). Histopathological panel: representative

pictures of the histopathology of the lungs (Scale bar = 200µm) (E). The arrow indicates cryptococci in the amplified box (Scale bar = 50µm). Cg, C. gattii; IAV,

Influenza A virus; IAV+Cg, Influenza A virus 3 days before infection (3 d.b.i.) with C. gattii. NI, non-infected group. ***p < 0.0005 (statistically significant difference

when compared to Cg). Data are representative of two independent experiments.

also be responsible for the increased susceptibility to secondary
C. gattii infection. Further, to determine the inflammatory profile
of mice at the time they would be infected with Cg, mice were

infected only by IAV (1× 103 PFU) or NI and they were ethically
euthanized and lungs collected 3 days after IAV infection. The
expression of the genes of type 1 interferons, i.e., interferon
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FIGURE 5 | Morphometric assay of cryptococci from bronchoalveolar lavage fluid (BAL). Six mice per group were inoculated i.t. with 1× 104 CFU of Cg, or i.n.

1× 103 PFU of IAV or both (IAV+Cg); 4 days after infection by Cg the animals were ethically euthanized and bronchoalveolar lavage fluid (BAL) aspirated. Colonies of

Cg recovered from BAL after 48 h incubation at 37◦C in Sabouraud dextrose agar (SDA) were further submitted to morphometric analysis. Capsule size (µm) (A). Zeta

potential (B). Picture obtained from the BAL of a co-infected mouse (C). Total cell diameter size (D) expressed as the percentage of cells with 5–10µm (size of typical

cryptococcal cells) or with >10µm (enlarged cells). The arrowhead shows a phagocytic cell attempting to engulf an enlarged encapsulated Cryptococcus cell (thick

arrow), and the thin arrow shows a non-enlarged Cryptococcus cell. Scale bar = 20µm. Cg control, fungi maintained in vitro; Cg, fungal recovered from mice infected

with Cg; IAV+Cg, fungal recovered from IAV-infected mice 3 d.b.i. with C. gattii. The statistically significant differences among the groups are represented by the

horizontal lines (p < 0.05). Data are representative of two independent experiments with six animals per group in triplicate assays.

alpha (IFN-α4) and beta (IFN-β) were significantly increased
(p < 0.0005) in the IAV infection (Figures 6A,B, respectively).
Interestingly, the levels of interferon gamma (IFN-γ) were
reduced (p < 0.005) in comparison with non-infected mice
(Figure 6C). Additionally, the levels of tumor necrosis factor-
alpha (TNF-α) were not altered by IAV (Figure 6D). We
verified increased levels of CXCL-1 (Figure 6E), interleukin 1-
β (IL-1β) (Figure 6F), and IL-6 (Figure 6G). Moreover, the
levels of cytokines IL-4 (Figure 6H) and IL-10 (Figure 6I) were
lower than those in NI mice. Here we used MPO as an
indirect measurement of neutrophil accumulation, since MPO
is the most abundant pro-inflammatory enzyme stored in the
azurophilic granules of neutrophilic granulocytes (Pulli et al.,
2013). In the same way, an estimate of macrophage infiltration
is given by the level of NAG which is present in high specific
activity in activated macrophages (Bailey, 1988). The activities
of the enzymes MPO (Figure 6J) and NAG (Figure 6K) were
significantly (p < 0.05) increased in lungs of mice infected
with IAV compared with NI mice, suggesting that neutrophils
and macrophages, respectively, had been recruited to the site of
infection.

Co-infection Impairs Phagocytosis of
C. gattii and Production of ROS and
Increases the Intracellular Proliferation
Rate
In order to assess the influence of IAV infection in Cg
phagocytosis, we performed the in vivo and in vitro phagocytosis
assays. The phagocytic index of Cg, as assessed using
mononuclear cells of BAL aspirated from IAV+Cg-co-infected
mice, was reduced in comparison with those infected with Cg
alone (Figure 7A). These data were confirmed in the in vitro
assay using BMDM (Figure 7B). Furthermore, the IPR assay
revealed an increased ability of Cg to grow inside BMDMs that
had been virus-infected 2 h prior to the addition of Cg (IAV+Cg)
(Figure 7C). In addition, challenge with IAV or IAV+Cg reduced
the ability of macrophages to produce ROS compared to cells
infected with Cg (Figure 7D), but not PRN (Figure 7E) and
NO (Figure 7F). Treatment with IFN-γ improved the oxidative
burst activity of macrophages and decreased the IPR for BMDM
challenged with Cg alone. However, in co-infected BMDMs, IAV
impaired the fungicide activity of macrophages independently
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FIGURE 6 | Measurement of cytokines and chemokine in the lungs and myeloperoxidase (MPO) and N-acetylglucosaminidase (NAG) activities in the lungs of mice

after 3 days of influenza A virus (IAV) infection compared to non-infected (NI) group. Six mice per group were infected only with IAV or non-infected (NI) to investigate

the immunological response induced by influenza. The animals were ethically euthanized 3 days after IAV infection to assess cytokines and chemokine levels and

MPO and NAG activities in the lungs. Fold increase of mRNA of IFN-α4 (A) and IFN-β (B). Levels of IFN-γ (C), TNF-α (D), CXCL-1 (E), IL-1β (F), IL-6 (G), IL-4 (H), and

IL-10 (I). The relative number of neutrophils was indirectly measured by the MPO activity (J) and the relative number macrophages was indirectly measured by the

NAG activity (K). *p < 0.05, **p < 0.005, and ***p < 0.0005 (statistically significant difference when compared to NI). ND, non detected. Data are representative of

three independent experiments with six animals per group.
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FIGURE 7 | Assessment of phagocytosis and intracellular proliferation of Cg in murine BMDM. The phagocytosis assay was performed in vivo by counting internalized

yeast cells in bronchoalveolar lavage fluid (BAL) cells aspired from mice (n = 6 animals per group) infected with IAV+Cg or with only Cg; and in vitro with bone

marrow-derived macrophages (BMDM). In vivo phagocytosis (A), in vitro phagocytosis after 3 h of BMDM infection with Cg (B), intracellular proliferation rate (IPR) after

BMDM infection with Cg (C). Production of ROS after 3 h of BMDM infection with Cg (D), Peroxynitrite after 3 h of BMDM infection with Cg (E) and nitric oxide (NO)

after 3 h of BMDMs infection with Cg (F). For in vitro phagocytosis, assessment of IPR and ROS, PRN, and NO production, independent groups of BMDM were

infected with Cg, IAV, or IAV 2 h before infection with Cg (IAV+Cg) and left unstimulated or stimulated with IFN-γ. 8: BMDM. *p < 0.05; ***p < 0.0005 (statistically

significant difference when compared to Cg). Data are representative of three independent experiments consisting of six replicates.

of the increase in ROS, PRN, and NO production induced by
IFN-γ.

DISCUSSION

IAV is a major cause of epidemics and pandemics in humans,
occasioning high morbidity and mortality worldwide (Saxena
et al., 2017). The IAV infections are widely associated with
secondary invasive aspergillosis, even among immunocompetent
hosts, including those without classic risk factors (Kwon et al.,
2013; Alshabani et al., 2015; Crum-Cianflone, 2016). Although
the contribution of secondary bacterial infection to the morbidity
and mortality of influenza has been studied extensively, there is
a remarkable paucity of information on co-infection with other
respiratory pathogens (Peltola and McCullers, 2004; Smith et al.,
2013; Duvigneau et al., 2016). Cryptococcus gattii is an airborne
fungal pathogen, which infects the lungs and secondarily, the
CNS. Unlike the majority of infections with C. neoformans, those
caused by C. gattii frequently occur in non-immuncompromised
hosts (Bielska and May, 2016). As far as we know, there
are only two case reports describing an association between
C. neoformans and influenza virus (Hosseinnezhad and Rapose,

2012; Gupta et al., 2015), both caused by the 2009-pandemic
H1N1 influenza A, showing clinical evidence of co-infection
among these pathogens. Because Cg is an emergent and still
poorly understood pathogen, which infects apparently healthy
hosts and displays the lung tropism as widespread IAV, we
evaluated the impact of co-infection in a murine model.

Our preliminary findings showed that a deleterious effect
of co-infection was evident only in mice exposed to IAV
3 days before inoculation with Cg. Notably, day 3 of IAV
infection coincides with high levels of virus in infected lungs
(Ayala et al., 2011; Pan et al., 2013; Barbosa et al., 2014). The
importance of active viral multiplication in this predisposition
to severe pulmonary cryptococcal disease was demonstrated by
treatment with the antiviral oseltamivir, which delayed mortality
of mice co-infected. Similar sequence of effects were reported
in mice initially infected with IAV and inoculated later with
Legionella pneumophila, which displayed increased weight loss
and succumbed to infection, whereas the animals infected only
with one pathogen survived (Jamieson et al., 2013).

Although there were no differences in viral or fungal loads
in lungs of mice co-infected when compared with those of mice
infected with IAV or Cg alone, cerebral loads of cryptococci
were higher in the presence of co-infection. These results may
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explain their impaired neuronal responses as assessed by SHIRPA
and the worse prognosis. Moreover, infection with IAV alone
or with Cg resulted in a more intense inflammatory infiltrate
and severe lung damage. Indeed, the influenza virus itself is
known to impair normal ciliary function (Tavares et al., 2017).
In general, vulnerability to secondary infections is associated
with lung damage, impairment of host defense mechanisms and
impairment of phagocytosis (Smith et al., 2013; Cauley and Vella,
2015; Tavares et al., 2017). We suggest that (i) IAV-associated
lung injury along with (ii) impairment of phagocytosis of the
yeast and (iii) an increased inflammatory response observed in
the lungs of mice may enhance the dissemination of C. gattii to
the CNS, leading to the poor prognosis of the disease, similar to
the previously demonstrated in cases of bacterial co-infections
(Pittet et al., 2010; Kash et al., 2011; Liu et al., 2013).

In order to better understand the host response to
IAV, we demonstrated that an increased proinflammatory
cytokine profile correlated with recruitment of inflammatory cell
populations. In particular, we noted higher levels of cytokines IL-
1β, IL-6, and chemokine CXCL-1 and decreased levels of IL-4 and
IL-10 in the presence of IAV, but no change in TNF-α production.
Together with these data, the increased expression of IFN-α4
and IFN-β that we verified in the presence of IAV reflects the
development of the antiviral state, which is known to protect
the cells from the virus (Randall and Goodbourn, 2008; Tavares
et al., 2017). Previous studies have shown that IAV infection can
induce the production of type 1 IFN, suppress the macrophage
activity and disrupt the normal ciliary clearance, which lead to
an increased susceptibility to different pathogens, including the
fungus Aspergillus spp. (Crum-Cianflone, 2016) and secondary
bacterial infections (Shahangian et al., 2009; Kudva et al., 2011; Li
et al., 2012).

Intriguingly, 3 days after infection, we observed a significant
decrease in IFN-γ levels in mice infected with IAV. These data
corroborate the study of Nguyen et al. (2000), who demonstrated
that type 1 interferons (IFN-α/β) inhibit the production of IFN-γ
by NK and T cells by a process that requires STAT1 (signal
transducer and activator of transcription 1) regulation (Nguyen
et al., 2000). Accordingly, Arimori et al. (2013) verified that
knockout mice for the receptor of type 1 interferon (IFNAR
KO) infected by influenza PR8 produce increased amounts of
IFN-γ in the lungs (Arimori et al., 2013). Moreover, Sato et al.
(2015) demonstrated the increased clearance of C. neoformans in
mice knockout for the receptor of IFN-α (IFNAR1KO), which
exhibited enhanced synthesis of IFN-γ and the IL-4. The authors
also suggested that type I IFNs may be involved in the negative
regulation of early host defense to this infection (Sato et al.,
2015). Taken together, these data support our finding that IFN-γ
is reduced when type 1 interferon is increased.

The role of IFN-γ in fungal infections has been demonstrated
exhaustively and it is considered to be a key cytokine in anti-
cryptococcal host defense (Hardison et al., 2010; Davis et al.,
2015). Classical studies showed that IFN-γ promotesmacrophage
engulfment and killing of the fungus (Flesch et al., 1989;
Kawakami et al., 1995; Hardison et al., 2010; Davis et al., 2015). In
addition, M1 (classically-activated) macrophages are considered
efficient killers via oxidative bursts, which are usually activated by

IFN-γ (Hardison et al., 2010; Davis et al., 2015). Also, Panackal
et al. (2015), in a study with non-HIV related cryptococcal
disease, proposed that macrophage activation defects along with
intact T-cell activation is pivotal to cause increased susceptibility
of the patient to the fungus and severe CNS disease (Panackal
et al., 2015). These findings support our observation that
IAV+Cg led to reduced macrophage fungicidal activity, i.e.,
reduced ability to engulf Cg, lower ROS production and increased
fungal proliferation, which is correlated with the severity of
cryptococcosis disease.

Surprisingly, IFN-γ exposure did not control intracellular
proliferation rates during co-infection although it did augment
macrophage oxidative bursts. Uetani et al. (2008) demonstrated
that IAV subverts the responsemediated by IFN-γ through effects
on the intracellular signaling pathways (Uetani et al., 2008).
The reduced phagocytosis during co-infection may also be a
consequence of the morphological plasticity of C. gattii, which
has the ability to enlarge its polysaccharide capsule, neutralize
ROS and peroxynitrite (Frases et al., 2009; Kronstad et al., 2011;
Chen et al., 2014; Urai et al., 2015). In the same way, the
higher frequency of enlarged cells during co-infection may be
related to the increased virulence of Cryptococcus spp. through
of decreasing phagocytosis, leading to the fungal persistence
in the host and enhanced dissemination to the CNS (Okagaki
et al., 2010; Zaragoza and Nielsen, 2013). In addition, the capsule
became more electronegative, which may inhibit the interaction
between Cg and macrophages (Nosanchuk et al., 1999). We
speculate that Cg uses the macrophage, since its fungicidal
activity is reduced, to evade the inflammatory response and
enters the CNS by the well-established “Trojan horse”mechanism
(Sorrell et al., 2016; Santiago-Tirado et al., 2017), leading to the
poor prognosis of the disease.

In conclusion, we have shown that IAV (at the peak of
infection) causes (i) lung tissue damage, (ii) impairment of
phagocytosis, and (iii) an immune profile that likely triggers
C. gattii disease of increased severity. Thus, it may be considered
as a predisposing factor for this mycosis. In addition, we provide
unprecedented knowledge on the interaction between these
infectious agents and the host during co-infection.
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Highlights 

- Cryptococcosis treatment is difficult and new therapies need to be developed.  

- Probiotic and aPDT alternative therapies against cryptococcosis are proposed.  

- Both probiotic and aPDT did not improve the survival of mice with 

cryptococcosis. 

- This study highlights the importance of correlating in vitro and in vivo therapies.  

- Negative results may help in tests of new therapies against cryptococcosis. 

 

 



 

Abstract 

Cryptococcosis, an invasive fungal infection distributed worldwide that affects both 

domestic and wild animals, has incredible rates regarding treatment failure, leading to 

the necessity of the development of new therapies. In this way, we aimed to evaluate the 

probiotic (Saccharomyces boulardii, Lactobacillus paracasei ST-11, and Lactobacillus 

rhamnosus GG) and antimicrobial photodynamic alternative therapies against 

Cryptococcus gattii in a murine model. Although previous studies suggest that these 

therapies can be promising against cryptococcosis, our experimental conditions for both 

probiotic and antimicrobial photodynamic therapies (aPDT) were not able to improve 

the survival of mice with cryptococcosis, even with the treatment combined with 

fluconazole. Our results may help other researchers to find the best protocol to test 

alternative therapies against Cryptococcus gattii. 

 

Key words. Cryptococcus gattii, Saccharomyces bourladii, Lactobacillus paracasei ST-

11 and Lactobacillus rhamnosus GG, fluconazole.  

 

 

Introduction 

Cryptococcosis is a fungal infection caused mainly by Cryptococcus neoformans 

and C. gattii and affects both domestic, predominantly dogs and cats, and wild animals, 

with many possible sites of infection, such as the skin, lungs, upper respiratory tract, 

lymph nodes, central nervous system (CNS), eyes, joints, and periarticular connective 

tissue (Lester et al., 2011; Chen et al., 2014). The treatment with antifungals, such as 

amphotericin B (AMB) and fluconazole (FCZ), has some known drawbacks. As AMB 

is not available in many countries and is nephrotoxic, patients treated with this drug 

need more attention and care. The liposomal AMB usually solves the problem of 



toxicity, but this formulation is more expensive (Perfect and Bicanic, 2015). Regarding 

FCZ, this drug has a good bioavailability and lower toxicity and cost (Allen et al., 

2015). However, an increasing number of strains less susceptible to FCZ has been 

observed (Chen et al., 2015; Smith et al., 2015; Sykes et al., 2016), especially 

considering the intrinsic heteroresistance to azoles by C. neoformans and C. gattii 

(Sionov et al., 2009; Varma and Kwon-Chung, 2010). This reinforces the need to search 

for new drugs and alternative therapies, such as the administration of probiotics and 

antimicrobial photodynamic therapy, against this disease. 

Recently, it was demonstrated that the gut microbiota is important to protect 

mice against C. gattii, preventing fungal translocation to the brain at the beginning of 

the infection (Costa et al., 2016). Besides, there are some reports demonstrating that 

probiotics (administered intranasally or intragastricly) could protect animals against 

lung bacterial infections through immune system stimulation (Villena et al., 2011; 

Vieira et al., 2016). Trompette et al. (2013) also demonstrated that the ingestion of 

short-chain fatty acids (SCFA), which can also be produced by probiotics (LeBlanc et 

al., 2017), induce the formation of dendritic cells with high phagocytic capacity, that 

may act in lung diseases (Trompette et al., 2014). Based on these studies, we assumed 

that probiotics, defined as ‘live microorganisms which, when administered in adequate 

amounts, confer a health benefit to the host’ (FAO/WHO, 2002), could be also used as 

an alternative therapy to treat cryptococcosis (Costa et al., 2016). 

In addition, antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) arises as an alternative 

to antimicrobial therapy (Baltazar et al., 2015a) and an innovative tool for use in 

veterinary medicine (Nascimento et al., 2015; Sellera et al., 2016). It is based on the use 

of a photosensitizer (PS) and visible light, which leads to the production of reactive 

oxygen species (ROS) and cell death (Dai et al., 2012). The aPDT is highly effective in 



vitro against viruses, protozoa, bacteria (Donnelly et al., 2008; Carpenter et al., 2015), 

and fungi such as Trichophyton rubrum, Sporothrix schenckii, Malassezia furfur, 

Foncecaea pedrosoi, Candida spp., C. neoformans and C. gattii (Baltazar et al., 2015a; 

Liang et al., 2016), which indicates that it is a promising alternative to treat 

cryptococcosis.  

Previously, we have shown the reduction of in vitro viability of C. gattii, 

including antifungal resistant isolates, using TBO as a PS and LED as the light source 

(Soares et al., 2011). These results support aPDT as a new approach against 

cryptococcosis. In addition, in vivo aPDT has been successfully performed against 

superficial skin and oral C. albicans infection in mice (Mima et al., 2010; Sherwani et 

al., 2015). Also, aPDT, using TBO and LED, efficiently controlled dermatophytosis 

caused by T. rubrum in a murine model (Baltazar et al., 2015b). However, the in vivo 

aPDT efficacy in systemic infections is unknown, and our study is the first to approach 

and evaluate this in vivo therapy in cryptococcosis and systemic fungal infections.  

Overall, we aimed to evaluate the effects of probiotics and aPDT on the survival 

of murine cryptococcosis caused by C. gattii. 

 

Materials and Methods 

We used C57BL/6 male mice, 6-8 weeks-old; water and food were administered ad 

libitum. The study was approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of 

the Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG, protocols 368/2013 and 

130/2014).  

The L27/01 VGII strain of C. gattii (Costa et al., 2016) was cultured on Sabouraud 

dextrose agar (SDA) for 48 h at 37°C and used to infect mice for all the tests. Prior to 

infection, animals were anesthetized by intraperitoneal (i.p.) injection with ketamine 



hydrochloride (60 mg/kg) and xylazine (10 mg/kg) and then inoculated via the 

intratracheal (i.t.) route with 30 µL of 1 x 104 colony forming units (CFU) of C. gattii. 

Mice were monitored daily for survival assessment (Fontes et al., 2016). 

The probiotic microorganisms used in this study were Saccharomyces boulardii 

(Floratil®), Lactobacillus rhamnosus GG (Culturelle®), and Lactobacillus paracasei ST-

11 (Duocap®). Saccharomyces boulardii was cultured on YPD broth as described 

previously (Bastos et al., 2016). Probiotic bacteria samples were cultured in MRS (Man, 

Rogosa & Sharpe) broth over a period of 24 h at 37°C. Mice (n = 6) received 8.0 log10 

CFU S. boulardii (Sb), L. rhamnosus GG (LGG), or L. paracasei (Lp) daily. For the 

therapy with Sb, mice started receiving this probiotic at day 10 or 5 prior to the 

infection or at the day or five days after infection with C. gattii. For therapy with Lp, 

mice were divided into two groups, one that received and one that did not receive the 

probiotic and the therapy started at the day of infection, as well for the LGG. The LGG 

was administered by intranasal (i.n.) or intragastric (i.g.) routes, with or without 

fluconazole (Sigma Aldrich®) (i.p., 10 mg/Kg/day). Control groups (CTL) were 

administered with PBS. 

In the aPDT tests, we used toluidine blue O (TBO) (Sigma Aldrich®) as a PS and 

light-emitting diode (LED) as a light source (wavelength at 635 ± 10 nm) (Soares et al., 

2011). Infected mice (n = 6) were anesthetized and received TBO (20 mM) 

intravenously (i.v.), under light protection. After 20 minutes, mice were irradiated with 

LED (power of 210-290mW) for 2 minutes (energy density of 8.88-12.24 J/cm2) or 30 

seconds (energy density of 2.22-3.06 J/cm²) using a cluster of LEDs (DMC, São Carlos, 

SP, Brazil) (Fig. 2A). Mice were placed at the sector 5 of the equipment. The aPDT 

treatment began one day after infection and mice were treated in intervals of 72h or 

seven days depending on the therapeutic scheme used. The aPDT for 7 to 7 days was 



also associated with fluconazole (i.p., 10mg/kg/day). In the control groups (CTL), the 

animals were not treated. 

Results and Discussion 

Initially, we tested the therapy with Saccharomyces boulardii against 

cryptococcosis. Saccharomyces boulardii is the only probiotic yeast commercially 

available and has been proposed to prevent and treat some diseases, e.g. acute adult 

diarrhea (Hochter et al., 1990; Mansour-Ghanaei et al., 2003; McFarland, 2010), 

ulcerative colitis (Guslandi et al., 2003; McFarland, 2010), and Clostridium difficile 

infection (Kelesidis and Pothoulakis, 2012). However, it is believed that their effects are 

restricted to the gastrointestinal tract (McFarland, 2010). Mice infected with C. gattii 

and not treated (CTL group) survived for 23 days (Fig. 1A). The therapy with Sb did 

not significantly protect mice (p > 0.05) from the infection, even when we varied the 

starting day of the therapy (Fig. 1A). Subsequently, we investigated the therapy with 

Lactobacillus paracasei ST-11, a probiotic bacterium with extra-intestinal effect 

(Benyacoub et al., 2014). However, this probiotic also did not increase (p > 0.05) the 

survival of infected animals with C. gattii when compared to the control group (Fig. 

1B).  

Lastly, we tested Lactobacillus rhamnosus GG using a typical (intragastric) and 

alternative (intranasal) route of administration with or without combination with FCZ. 

The LGG is widely studied and its effectiveness is well defined, including the 

prevention and treatment of gut infections, diarrhea, allergic symptoms, and reducing 

the risk on respiratory tract infections (Segers and Lebeer, 2014). The groups that 

received FCZ (combined or not with LGG) showed improved survival (p < 0.05) (Fig. 

1C and D), but there were no differences (p > 0.05) between the groups that received 



the combination and the antifungal substance alone, regardless of the probiotic 

administration route (Fig. 1C and D). 

Despite of the negative results obtained, it is important to highlight that we used 

a typical dose of probiotic yeast and bacteria (8.0 log10 CFU), based on studies that had 

positive results in gut diseases and lung infections (Martins et al., 2009; Martins et al., 

2010; Bastos et al., 2016; Vieira et al., 2016). However, it has been shown that, for 

some diseases, the probiotic therapy was efficient only when administrated in higher 

than the typical dose of probiotics (Kelesidis and Pothoulakis, 2012; Justino et al., 

2014). 

For the aPDT analysis, mice infected with C. gattii were initially treated with 

aPDT every 72 hours. In this first test, we evaluated 2 minutes (8.88-12.24 J/cm2) and 

30 seconds (2.22-3.06 J/cm²) of irradiation with LED at 210-290 mW, 20 minutes after 

applying the photosensitizer TBO (i.v., 20mM), and survival was determined (Fig. 2B). 

The results show that aPDT in intervals of 72 hours did not improve the survival (p > 

0.05) of animals during the infection in comparison to the control group, independently 

on the irradiation time (LED by 2 min or 30 s) (Fig. 2B). We also used a second 

approach, increasing treatment time for aPDT to once a week in order to improve the 

effectiveness of the treatment, since we noted that aPDT (2 min) treatment every 72 

hours was weakening mice, and then verified the survival of mice (Fig. 2C). Similar to 

the previous result, the non-treated animals (CTL group) died after 20 days and the 

survival rate did not increase (p > 0.05) with aPDT, although it was evident that LED 

irradiation for 30 seconds (median survival: 21 days) was better than that for 2 minutes 

(median survival: 13 days) (Fig. 2C). 

Since the drug combination can be more effective in killing microorganisms and 

has already been used in the treatment of cryptococcosis (Zhai and Lin, 2011), we 



combined LED irradiation for 30s (2.22-3.06 J/cm²) with antifungal treatment. Once 

again, aPDT did not significantly increase (p > 0.05) animal survival when compared to 

the control (Fig. 2D). Moreover, FCZ therapy significantly increased mice survival (p < 

0.05) in comparison to groups that did not receive the drug. However, the combination 

between aPDT and FCZ did not result in statistical differences (p > 0.05) from the 

group treated with FLZ alone (Fig. 2D). In spite of the positive in vitro results with 

aPDT against Cryptococcus spp. found in some studies (Soares et al., 2011; Prates et al., 

2013), our results indicate that aPDT did not protect mice against C. gattii under the 

protocols presented in this study. Unfortunately, longer irradiation times with LED were 

harmful to the animals at higher irradiation times. This may have impaired the 

effectiveness of the therapy, since short periods of light treatment may not be sufficient 

to inhibit fungal growth; most likely, this is the reason why the survival of the mice was 

not improved. In any case, it is important to emphasize that this is the first study to 

demonstrate aPDT therapy in vivo for systemic fungal infections using systemic LED 

irradiation, but our tested conditions of the aPDT were unsuccessful in the treatment of 

cryptococcosis in vivo. 

 

Conclusion 

In conclusion, probiotic therapy, using a typical dose of Saccharomyces 

boulardii, Lactobacillus paracasei ST-11, or Lactobacillus rhamnosus GG, as well as 

antimicrobial photodynamic therapy with TBO (i.v., 20 mM) and systemic LED 

irradiation (2.22-3.06 J/cm²), combined or not with fluconazole, did not protect mice 

against cryptococcosis caused by C. gattii in a murine model. This study highlights the 

importance of evaluating new therapies and correlating both in vitro and in vivo models, 

since some treatments can be effective only in vitro. Altogether, these data may help 



researchers to find the best protocol for testing alternative therapies against 

cryptococcosis. 
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Figure legends 

Figure 1. Probiotic therapy does not protect C57BL/6 mice against C. gattii. 

Survival of mice (n = 6) infected with 1 x 104 cells of Cryptococcus gattii VGII L27/01 

and treated or not with Saccharomyces boulardii (Sb) (A), Lactobacillus paracasei ST-

11 (Lp) (B), and Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), administered intragastrically 

(i.g.) (C) or intranasally (i.n.) (D), combined or not with fluconazole (FCZ). CTL: 

control group (non-treated); d.b.i: days before infection, d.a.i: days after infection. ***p 

< 0.0001statistical differences compared to the CTL group (Log-rank test).  

 

Figure 2. aPDT does not protect C57BL/6 mice against C. gattii.  

Survival of mice (n = 6) infected with 1 x 104 cells of Cryptococcus gattii VGII L27/01 

and treated or not with antimicrobial photodynamic therapy (aPDT). The aPDT was 

performed with TBO (20 mM) as photosensitizer (PS), intravenously, and LED 

irradiation for 2 minutes (LED: 2 min) or 30 seconds (LED: 30 s) (20 minutes after PS 

administration). (A) Schematic representation of the LED cluster used for light 

irradiation, where each gray circle represents one LED lamp. The mice were always 

placed in the sector 5 of the equipment for minimum variation of power (210-190 mW 

in this sector). Mice were treated with aPDT in intervals of 72 hours (B); 7 days (C); 

and 7 days associated with fluconazole (FCZ) (10 mg/kg/day) (D). CTL: control group 

(non-treated). ***p < 0.0001 statistical differences compared to the CTL group (Log-

rank test). 
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ANEXO 1 – Carta de autorização para a utilização do vírus Influenza A. 

 

 

 

 

 

 

 

 



132 

 

ANEXO 2 – Certificado de aprovação para uso de animais (Protocolo nº 354/2015) 

pela Comissão de ética no uso de animais (CEUA/UFMG) 
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ANEXO 3 – Strategy scheme used for evaluation of cell populations by flow cytometry 

analysis in lungs of mice infected with IAV for 3 days, or not infected. (A) Cells selected 

in the SSC x FSC gate (first dot plot) were analyzed for CD3 expression for evaluation of 

lymphocyte populations. CD3
+
 cells were further analyzed for CD4 (1) and CD8 (2) 

expression. Thus, was defined as lymphocyte TCD4 the population CD3
+
CD4

+
 (1), and the 

population CD3
+
CD8

+
 was considered as lymphocyte TCD8 (2). Otherwise, CD3

-
 population 

was then evaluated for NK1.1 expression to identify NK cells (3), defined as CD3
-
NK1.1

+
. 

Likewise, CD3
-
 population was also evaluated for CD19 and CD45 expression (4), where 

lymphocyte B population is CD3
-
CD19

+
CD45

+
 (Q2 of dot plot). (B) Cells selected in the SSC 

x FSC granulocytes gate (first dot plot) were evaluated for neutrophils population. 

Neutrophils population were defined according to Ly-6G and Gr1 expression (a) and was 

considered as Ly-6G
+
GR1

+
 (gate of second dot plot). Macrophage populations were defined 

according to F4/80, Gr1 and CD11b expression. Cells selected in the SSC x FSC 

macrophages gate (first dot plot) were analyzed for F4/80 expression (b). F4/80
+
 cells were 

further analyzed for intensity of F4/80 expression (first histogram); F4/80Med population was 

then evaluated for CD11b expression (1), then F4/80Med CD11bLow cells were considered 

Mres. F4/80
+
 was also further analyzed for Gr1 expression (second histogram); F4/80Low 

Gr1
+
 population (2.1) was then evaluated for intensity of CD11b expression (third histogram) 

(2.2); M1 population is then F4/80Low, Gr1
+
, CD11bMed. Moreover, F4/80High Gr1

-
 

population (3.1) was further evaluated for intensity of CD11b expression (3.2); M2 

population is F4/80High, Gr1
-
, CD11bHigh. 
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ANEXO 4 – Curva de sobrevida controle para a coinfecção. Foi utilizada dose letal 

(10
5
 UFP IAV/ animal) para confirmar a infecção e atividade viral, mostrando que os 

animais foram infectados e morrem rapidamente nos 5º e 6º dias após a infecção. E, 

instilação de PBS ao invés do vírus influenza A. Pode ser visto que o PBS 1X não 

alterou a infecção por C. gattii, pois os animais apresentaram sobrevida semelhante ao 

grupo infectado somente com o fungo, sem diferença estatística. Cg: grupo infectado 

somente por C. gattii; IAV (10
3
): grupo infectado somente pelo vírus Influenza A PR8 

com 10
3
 UFP/animal; IAV (10

5
): grupo infectado somente pelo vírus Influenza A PR8 

com 10
5
 UFP/animal; PBS + Cg: grupo infectado com PBS 1X (via intranasal), ao invés 

do vírus, três dias antes da infecção por C. gattii; Cg + PBS: grupo infectado com PBS 

1X (via intranasal), ao invés do vírus, dez dias após a infecção por C. gattii.   
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ANEXO 5 – Avaliação do perfil comportamental dos animais coinfectados com C. 

gattii e vírus influenza A PR8 através do Protocolo SHIRPA. A) Tônus e força 

muscular; B) Comportamento motor; C) Estado neuropsiquiátrico; D) Função 

autônoma; E) Função e Reflexo Sensorial. NI: animais não infectados; Cg: grupo 

infectado somente por C. gattii; PR8: grupo infectado somente pelo vírus Influenza A 

PR8; PR8 + Cg: grupo infectado por Influenza A PR8 três dias antes da infecção por C. 

gattii; Cg+PR8: grupo infectado com Influenza A PR8 10 dias depois que C. gattii. 

 
 

 

ANEXO 6 – Quantificação do peroxinitrito (H2O2), considerado controle para a 

produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) (A) e de peroxinitrito (PRN) (B), 

após 3 e 24 horas de incubação sobre influência dos diferentes tratamentos.  
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ANEXO 7 – Certificado de aprovação para uso de animais (Protocolo nº 368/2013) 

pela Comissão de ética no uso de animais (CEUA/UFMG) 
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ANEXO 8 – Atividades desenvolvidas durante o Doutorado (10/2013 a 10/2017) 

Produção científica e Participação em eventos 

 

 Realização do estágio de Doutorado Sanduíche no exterior no período de 06 

de Junho de 2017 a 10 de Outubro de 2017. Local de execução: Westmead Clinical 

School, Sydney Medical School - Centre for Infectious Diseases and Microbiology 

(CIDM), Westmead Millennium Institute for Medical Research – The University of 

Sydney – Sydney, Austrália. O Doutorado Sanduíche ocorreu sob a orientação da Profª. 

Tania C. Sorrell, M.D., Ph.D.; Profª. Julianne T. Djordjevic, M.D., Ph.D. e Dra. Keren 

Francis, M.D., Ph.D.. No qual foi desenvolvida pesquisa com modelos celulares in vitro 

e com o modelo de barreira hematoencefálica (BBB) para avaliar a transmigração de C. 

gattii para o sistema nervoso central na presença ou não do vírus influenza A, com o 

objetivo de avaliar a patogênese in vitro da coinfecção entre o vírus influenza A e o 

patógeno fúngico C. gattii. 
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