UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Diversidade microbiana e perfis de resisténcia antimicrobiana no trato respiratorio de
pacientes com bronquiectasias

Tese de doutorado

Heryk Motta De Souza

Porto Alegre, outubro de 2023



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
CENTRO DE BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Diversidade microbiana e perfis de resisténcia antimicrobiana no trato respiratorio de
pacientes com bronquiectasias

Tese submetida ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Celular e
Molecular do Centro de Biotecnologia
da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial
para obtenc¢ao do Titulo de Doutor em
Ciéncias.

Heryk Motta De Souza

Orientadora: Prof. Dra. Livia Kmetzsch Rosa e Silva
Co-orientadora: Prof. Dra. Marilene Henning Vainstein

Porto Alegre, outubro de 2023



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Biologia Molecular de Patdgenos, situado no Centro
de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul com apoio financeiro do Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), da Coordenacdao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) e da Fundagdao de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio Grande do Sul (FAPERGS).



AGRADECIMENTOS

Agradeco a UFRGS e ao PPGBCM pelo ensino de qualidade e exceléncia.

Agradeco a minha orientadora, Livia Kmetzsch, pelo carinho, amizade, ensinamentos, apoio
e dedicagdo. Sem duvida, és um exemplo a ser seguido, e fico muito feliz de ter trilhado meu

caminho no meio cientifico contigo como guia.
A minha coorientadora Marilene Henning Vainstein, por todos os ensinamentos e apoio.

Ao professor Charley Staats, pelas ideias, ensinamentos e disponibilidade. Muito obrigado
por toda a paciéncia que tiveste comigo durante minha jornada na bioinformatica; tuas

contribui¢des foram fundamentais.

A minha colega e amiga, Jtilia Reuwsaat, por todo o conhecimento compartilhado, paciéncia

e auxilio. Melhor dupla que alguém poderia desejar!

As pessoas maravilhosas do 222, Ana e Andréa, muito obrigado por toda a ajuda e

cumplicidade que foram necessarias.
Aos meus colegas e amigos dos Laboratdrios 217, 219 e 220.

Aos meus pais e irmdo, que sempre foram a base que me permitiu construir tudo o que

conquistei.
Aos amigos de Porto Alegre, Esteio e Gramado, por todo o carinho e amor.
As agéncias de fomento: FAPERGS, Capes ¢ CNPq, que tornaram este trabalho possivel.

Por fim, ao Neko, por todo o amor, paciéncia, parceria... Faltam palavras para descrever tua

importancia; obrigado por tudo.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES.........cccoovvimmreeeeeeeenneeeesseeeessesee 6
LISTA DE TABELAS .....otiooieeeeeee s eeesssessssessse s ssssssesssss s sssssssss s asssssssssssssssesssees 7
LISTA DE FIGURAS ....ooovoeeeeeereeeseeeeeeeeeeseeesesesssssssssssssss s sesssssssasssssssssssssssssnssnsssssens 8
RESUMO .....oooooeeeoeeeeeeeseseeeeseeesesoessssssss s ssssssssssssssssssssessssssssosesssssaessssessssssssssssssssssssnns 9
ABSTRACT ..o es s esss s ssssens 10
1. INTRODUGAO ...ttt ese s s s 11
1.1. FIBROSE CISTICA .....ooomoeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 11
1.1.1.  GENE CFTR E A FISIOPATOLOGIA DA FIBROSE CISTICA ................. 12
1.12.  IMPACTO PULMONAR DE DEFEITOS EM CFTR........ccccocoveveeerernnn. 14
1.1.3.  PATOGENOS FREQUENTES EM FIBROSE CISTICA.........ccccoovvviunnnn. 14
1.1.4.  MANEJO DE PACIENTES COM FIBROSE CISTICA .......cccoovvviveienne. 17
1.2. BRONQUIECTASIAS NAO FIBROCISTICAS .....c.covvveeeeieeeeeeeeeeeeeeeeenes 18
1.2.1. PATOGENOS RELEVANTES ASSOCIADOS A BRONQUIECTASIA NAO
FIBROCISTICA ... 20
1.2.2.  TRATAMENTO DE BRONQUIECTASIAS NAO FIBROCISTICAS......... 21
1.3.  PROGRESSAO DAS BRONQUIECTASIAS ......cooovevieeeeeeeeeeeeeeeseseeseesenenes 22
1.4.  MICROBIOMA PULMONAR ..........ccccoiimiimirirnreeeeeeeeeseeseeeeeeseeee e 23
1.4.1.  MICROBIOMA PULMONAR NA FIBROSE CISTICA .........ccccoovveirennn.. 25
1.42.  MICROBIOMA PULMONAR NAS BRONQUIECTASIAS NAO
FIBROCISTICAS ... 25
1.5.  METAGENOMA NAS ABORDAGENS CLINICAS.........cocooiiierieeeeeeeen, 26
2. OBJETIVOS.....ioioeeeeoeeeeeieeeeeeeesoeeeesseesssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssnes 28
2.1. OBJETIVO GERAL ......c.coooiiimiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 28
2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ......ooivuioeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 28
3. MANUSCRITO .....ooooveeeeeieeeeeeeeeeeseseeeeseesesssesssssessssees e ses s aeesss s ses s ssssssenees 29
4, DISCUSSAQO GERAL .....oooomeeeeeeeeeeeeeeeee s eeee s eesaes s snsass s 82
5. CONCLUSOES ......oioeieeeeeeeeeeseeeeees s s s ssns s ssnes 88
6. PERSPECTIVAS ....ooovoeeeoieeeeeseeeeesssessessossssssssssssssssessssssssosssssssasssssssssssssssssssssssanees 89
7.  ANEXO 1 — Manuscrito publicado junto ao periddico Fungal Genetics and Biology 90
8. REFERENCIAS......oooooeeeeeeeeeee oo s s sosssssessssses s ssssnssssss s ssaees 101
9. CURRICULUM VITAE RESUMIDO .......oovvoiireiseeoeseeeseseesesesesessseessssesssssssssssssssenes 109



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E UNIDADES

CFTR

GBEFC

ABC

pH

ENaC

Na"

H.O
DeltaF508
BCC
REBRAFC

MRSA

MSSA

HIV
MNT

OTU

Regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica, do inglés

Cystic Fibrosis Transmembrane conductance Regulator
Grupo Brasileiro de Estudo de Fibrose Cistica

Transportador de cassete de ligagao de ATP, do inglés ATP-binding

cassettetransporter

Potencial hidrogenidnico

Canal de sodio epitelial, do inglés epithelial sodium channel

Sédio

Agua

Delegao da fenilalanina na posi¢ao 508 do gene CFTR

Complexo Burkholderia cepacia, do ingles Burkholderia cepacia complex
Registro Brasileiro de Fibrose Cistica

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, do inglés Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sensivel a meticilina, do inglés Methicillin-

susceptible Staphylococcus aureus
virus da imunodeficiéncia humana, do inglés human immunodeficiency virus
Micobactérias ndo tuberculosas

Unidade taxondmica operacional, do inglés Operational Taxonomic Unit



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Potenciais etiologias das bronquiectasias ndo fibrocisticas



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. A fun¢do do gene CFTR na regulagdo da viscosidade e do pH do muco............. 13

Figura 2. Prevaléncia de patogenos associados a quadros de fibrose cistica, identificados por

faixa etdria 10 aN0 de 2019, ......oouiiiiiiii e 15
Figura 3. Evolugdo das bronquiectasias fibrocisticas e ndo fibrocisticas.......c..cccceevuereenne. 23
Figura 4. Determinantes da composi¢a@o da microbiota respiratoria. .........c..cceceevverveneeennen. 24



RESUMO

As bronquiectasias sdo doengas caracterizadas por uma dilatagdo anormal e irreversivel dos
bronquios, resultado de danos nos tecidos pulmonares, as quais tém apresentado um
significativo aumento na incidéncia global, tornando-se a terceira doenga respiratoria cronica
mais frequente. Essa condic¢do ¢ classificada em dois grupos principais: fibrose cistica e
bronquiectasia ndo fibrocistica. A progressdo de ambas as doengas ¢ mediada por um vortice
de dano vicioso, onde trés fatores principais se retroalimentam: infec¢des recorrentes, quadro
pro-inflamatorio e danos teciduais pulmonares. Considerando que as infec¢des microbianas
se relacionam com a progressao da doenca, a caracterizacdo metagenomica por shotgun pode
auxiliar na compreensdo de potenciais impactos da composi¢cdo da microbiota entre os
diferentes grupos, além de fornecer informacgdes relevantes sobre o resistoma pulmonar.
Neste estudo, avaliamos o microbioma e padrdes de resisténcia antimicrobiana em amostras
representativas do trato respiratorio inferior e superior de pacientes diagnosticados com
fibrose cistica ou bronquiectasia ndo fibrocistica, bem como de individuos saudaveis. Ambos
os grupos de pacientes apresentaram composi¢des microbianas e perfis de genes de
resisténcia distintos no trato respiratério inferior quando comparados aos individuos
saudaveis. Observamos uma reducdo na diversidade de espécies nos grupos patologicos,
possivelmente relacionada a predominancia de patégenos e ao uso cronico de
antimicrobianos. Dados do trato respiratorio superior evidenciaram alta similaridade no
microbioma dos trés grupos de estudo, destacando o potencial limitado de analises a partir
de amostras de nasofaringe na triagem e decisdes clinicas. A andlise de abundancia
diferencial destacou a importancia dos membros da familia Burkholderiaceae na fibrose
cistica como um fator distintivo em relagdo a bronquiectasia nao fibrocistica. Além disso, a
analise dos dados de resistoma demonstraram que o perfil de resisténcia entra as duas
doencas apresenta clara distingdo. Associado a essa diferenga, o resistoma e testes de
sensibilidade realizados na pratica clinica se mostraram concordantes, destacando o alto
potencial das andlises metagendmicas na selecdo de antimicrobianos. Nesse contexto,
destaca-se a importancia do reconhecimento das duas bronquiectasias como diferentes, tendo
em vista diferengas de composi¢do microbiana e resistoma, evitando extrapolacdo de

condutas clinicas entre ambas.



ABSTRACT

Bronchiectasis is a condition characterized by abnormal and irreversible dilation of the
bronchi, resulting from damage to lung tissues, which has shown a significant increase in
global incidence, becoming the third most common chronic respiratory disease. This
condition can be classified into two main groups: cystic fibrosis and non-cystic fibrosis
bronchiectasis. The progression of both diseases is mediated by a vortex of vicious damage
driven by three main factors: recurrent infections, inflammation triggered by the infection,
and lung damage. Considering that microbial infections are related to disease progression,
shotgun metagenomic characterization can help understand the potential impacts of
microbiota composition between different groups, in addition to assessing relevant
information about the lung resistome. In this study, we evaluated the microbiome and
antimicrobial resistance patterns in representative samples from the lower and upper
respiratory tracts of patients diagnosed with cystic fibrosis or non-cystic fibrosis
bronchiectasis, as well as healthy individuals. Both groups of patients presented distinct
microbial compositions and resistance gene profiles in the lower respiratory tract when
compared to healthy individuals. We observed a reduction in species diversity in both
pathological groups, possibly related to the predominance of pathogens and the chronic use
of antimicrobial agents. The upper respiratory tract showed high microbiome similarity in
the three studied groups, highlighting the limited potential of nasopharyngeal samples in
microbial screening and clinical decisions. Differential abundance analysis underscored the
importance of members of the Burkholderiaceae family in cystic fibrosis as a distinguishing
factor in relation to non-cystic fibrosis bronchiectasis. Furthermore, the resistome analysis
demonstrated a clear distinct resistance profile between both diseases. Associated with this
difference, the comparison among the resistome and the sensitivity tests carried out in the
clinical practice proved to be in agreement, emphasizing the high potential of metagenomic
analyses in the selection of antimicrobials. In this context, the importance of recognizing
cystic fibrosis and non-cystic fibrosis bronchiectasis as different stands out, considering
differences in microbial composition and resistome, and avoiding extrapolation of clinical

management between the two.
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1. INTRODUCAO

A bronquiectasia ¢ uma condi¢do pulmonar crénica complexa que compromete
significativamente a qualidade de vida dos pacientes e resulta em deteriora¢do progressiva
da funcdo respiratéria (SUBHAS; REES, 2022). O diagnostico diferencial das
bronquiectasias muitas vezes ¢ tardio devido a suspeitas equivocadas, como bronquite
cronica, rinossinusite cronica ou outras etiologias que causam tosse cronica (O’DONNELL,

2022).

As bronquiectasias sdo caracterizadas por uma dilatagao anormal e irreversivel dos
bronquios, resultado de danos nos tecidos pulmonares. Esses danos levam a alteragdes
estruturais, impedindo uma eficiente remog¢ao do muco, resultando no seu acimulo. Como
resultado, a condi¢do gera tosse cronica, producdo de escarro e propensao a repetidas
infec¢des, denominadas exacerbacdes (PEREIRA et al., 2019). As bronquiectasias podem
ser categorizadas em dois grandes grupos com base na etiologia que as desencadeia: as
bronquiectasias associadas a fibrose cistica e as bronquiectasias ndo fibrocisticas, sendo este

ltimo grupo resultante de vérias doengas subjacentes (SCHAFER et al., 2018).

1.1. FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica ¢ uma sindrome com impactos sistémicos decorrentes de mutagoes
no gene Regulador de Condutancia Transmembranar de Fibrose Cistica (CFTR, do inglés
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator), sendo considerada a mais
frequente sindrome autossdmica recessiva com maior mortalidade na populagdo caucasiana
(DAVIS, 2006). Estima-se que, mundialmente, a fibrose cistica afete entre 1/3000 ¢ 1/6000

individuos de descendéncia europeia (SCOTET; L’HOSTIS; FEREC, 2020), levando a um
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total de 72 mil pessoas acometidas (JACKSON; GOSS, 2018). No Brasil, dados do ultimo
relatério anual, publicado em 2020, indicavam que 6,1 mil individuos eram acometidos pela

doenca (GRUPO BRASILEIRO DE ESTUDOS DE FIBROSE CISTICA, 2022).

1.1.1. GENE CFTR E A FISIOPATOLOGIA DA FIBROSE CISTICA

Para a compreensdo da fisiopatologia da fibrose cistica, ¢ fundamental um
entendimento da fun¢do do gene CFTR. O gene CFTR codifica uma proteina da familia dos
transportadores ABC, formando um canal na regido apical celular onde ocorre o transporte
de cloreto e bicarbonato (CSANADY; VERGANI; GADSBY, 2019). A disfun¢do no
transporte de cloreto ¢ usada como critério diagnostico, uma vez que o desbalango na

concentragdo do eletrélito no suor encontra-se alterada (BROWN et al., 2020).

Em situagdes fisioldgicas, na superficie das vias respiratorias hd uma fina camada de
hidrogel, composto por dgua, eletrolitos e mucinas. A associagdo destes componentes com a
funcdo ciliar atua na captura e remog¢do de potenciais patogenos e particulas inaladas
(SONG; CAHN; DUNCAN, 2020). A manutencao e equilibrio do pH desse hidrogel ¢, em
grande parte, de responsabilidade da atividade do transportador CFTR. Em individuos
afetados pela fibrose cistica, como ilustrado de forma simplificada na Figura 1, o
desequilibrio causado por mutagdes no gene CFTR resulta em perturba¢des nos componentes
eletroliticos, ocasionando desequilibrio no pH e diminui¢do do suprimento de dgua destinado
a formacdo do muco (BERGERON; CANTIN, 2021). Dessa forma, ha desidratacdo das
mucinas que compdem o muco, aumento do pH, modificacdes na nas propriedades
reologicas do fluido e, por consequéncia, maior ineficacia de sua remog¢ao (HANSSENS;

DUCHATEAU; CASIMIR, 2021).
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Figura 1. A func¢do do gene CFTR na regulaciao da viscosidade e do pH do muco. A
hidratacdo e o pH regulam a viscosidade do muco, sendo ambos geridos majoritariamente
pela fun¢ao do transportador CFTR localizado na superficie apical das células epiteliais. O
movimento de cloreto dita o grau de 4gua retido pelo muco, enquanto o fluxo de bicarbonato
atua na definicdo do pH, que ¢ crucial para uma resposta antibacteriana saudavel. Devido a
perda da funcdo fisiologica do CFTR, as secre¢des sdo viscosas, aderem a superficie do
tecido e obstruem estruturas cilindricas, como pequenas vias aéreas e glandulas submucosas
e incapacitando o movimento ciliar normal. Adaptado de (BERGERON; CANTIN, 2021).

A gravidade da doenca correlaciona-se com o grau de perda de fung¢do do
transportador CFTR, a qual relaciona-se ao tipo de mutagdo encontrada. Nesse contexto, as
mutacoes no gene CFTR sao classificadas de I a VI, relativas ao tipo de defeito, sendo eles:
classe I - a auséncia da proteina; classe II - defeitos de processamento e maturagado; classe
IIT - perda de funcao; classe IV - fungao reduzida; classe V — diminui¢do na quantidade de
proteina produzida; e, por fim, classe VI - baixa estabilidade (BAREIL; BERGOUGNOUX,
2020). Dentre as classes citadas as de IV a VI apresentam menor gravidade dada atividade
residual da proteina. Além disso, ¢ importante ressaltar a Classe II, uma vez que esta
associada a mutacao DeltaF508 (delecao da fenilalanina na posi¢ao 508), que ¢ a mutacao

mais prevalente em todo o mundo (BAREIL; BERGOUGNOUX, 2020; BOBADILLA et
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al., 2002). No Brasil, seguindo o padrao mundial, a mutagdo DeltaF508 também ¢ a mais
prevalente, representando pouco mais de metade dos genotipos encontrados nos pacientes

analisados (GRUPO BRASILEIRO DE ESTUDOS DE FIBROSE CISTICA, 2022).

1.1.2. IMPACTO PULMONAR DE DEFEITOS EM CFTR

Ao considerarmos as implicagdes das alteragdes causadas por mutagdes no gene
CFTR mencionadas anteriormente, torna-se mais claro como a fungdo de CFTR afeta o
sistema respiratorio. Embora a disfun¢ao de CFTR provoque alteragcdes em diversos 0rgaos,
¢ no sistema respiratdrio em que ocorrem os impactos mais significativos, os quais tém um
papel crucial na mortalidade e na diminuicdo da qualidade de vida dos pacientes

(LUKASIAK; ZAJAC, 2021).

Devido a desidratagdo dos fluidos que normalmente compdem o trato respiratorio,
juntamente com a ineficiéncia do movimento ciliar devido as alteragdes na viscosidade do
muco, ocorre um acimulo elevado do muco produzido (BERGERON; CANTIN, 2021).
Associado a esses fatores, sugere-se um aumento na secre¢do de mucina pela formacao de
placas e tampdes de muco endobronquicos que se aderem ao tecido (TURCIOS, 2020).
Dessa forma, origina-se um ambiente altamente favoravel a proliferacdo de microrganismos,
levando a quadros de infeccio (BHAGIRATH et al., 2016). Portanto, a alta proliferacao de
microrganismos, combinada com episddios de infec¢des recorrentes, resulta em um estado
inflamatorio cronico, que por sua vez leva a danos nos tecidos e a progressao da perda de

funcao pulmonar (DE ROSE, 2002).

1.1.3. PATOGENOS FREQUENTES EM FIBROSE CISTICA
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Uma vez que a infeccdo ¢ uma das principais forcas motrizes relacionadas a
progressdo da doenga, entender a relagdo dos patégenos mais frequentes se faz fundamental.
Dentre os patéogenos de maior predomindncia e impacto destacam-se Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, o complexo Burkholderia cepacia (BCC do inglés
Burkholderia cepacia complex) e Haemophilus influenzae (DAVIS, 2006). Associada a alta
prevaléncia, destaca-se o comportamento temporal desses microrganismos com a faixa etaria
do paciente, como demostrado na Figura 2 (GRUPO BRASILEIRO DE ESTUDOS DE

FIBROSE CISTICA, 2020).
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Figura 2. Prevaléncia de patégenos associados a quadros de fibrose cistica,
identificados por faixa etaria no ano de 2019. Adaptado de (GRUPO BRASILEIRO DE
ESTUDOS DE FIBROSE CISTICA, 2020).
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Entre os patdgenos citados anteriormente, P. aeruginosa ¢ o de maior incidéncia e de
maior contribui¢do para morbidade e mortalidade, apresentando indices de colonizagdo que
variam entre 30% a 75% (REYNOLDS; KOLLEF, 2021). O sucesso da colonizagdo ¢
infec¢do cronica por P aeruginosa pode ser atribuido a alta capacidade adaptativa ao
contexto da fibrose cistica, onde a bactéria altera seus padrdes fenotipicos, tornando sua
infeccdo de dificil erradicacdo com consequente colonizagdo cronica (BHAGIRATH et al.,

2016; WINSTANLEY; O’BRIEN; BROCKHURST, 2016).

Infeccdes por S. aureus sdo predominantes nos primeiros anos de vida em pacientes
com fibrose cistica, como demonstrado na Figura 2. Sendo componente da microbiota
normal em diversos sitios, a colonizagdo pulmonar inicial se d4 por cepas que, geralmente,
ndo apresentam cassetes de resisténcia (BLANCHARD; WATERS, 2019). Em idades mais
avancadas, linhagens resistentes a meticilina (MRSA — do inglés Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus) tendem a se tornar mais prevalentes, estando associadas a
necessidade de intervengdes antimicrobianas recorrentes, sendo relacionadas a uma

diminui¢do em parametros de fun¢do pulmonar (REN et al., 2007).

Neste contexto, o papel de Burkholderia cepacia possui vasta descrigdo, tendo uma
intima relacao com declinio de funcdao pulmonar em pacientes portadores de fibrose cistica,
além de importante transmissao entre individuos, levando ao estabelecimento de politicas de
segregacao de pacientes e higienizagao de ambientes (HAUSER et al., 2011). O complexo
BCC ¢ composto por 22 espécies relacionadas, sendo responsaveis pela sindrome cepacia,
uma forma aguda de pneumonia necrosante de rapida evolugdo (DACCO et al., 2023;

SAIMAN; SIEGEL, 2003).
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Os impactos gerados pela presenca de H. influenzae na progressao da fibrose cistica
possuem relagdes contraditorias. Dados demonstraram uma associagdo da colonizagdo por
H. influenzae e marcadores inflamatorios, porém, outros estudos demonstraram auséncia de
relacdo entre a colonizagdo do trato respiratorio inferior e redugdo em valores de fungao

pulmonar (HAUSER et al., 2011).

1.1.4. MANEJO DE PACIENTES COM FIBROSE CISTICA

Diretrizes clinicas para o manejo dos pacientes comecam com orientagdes especificas
para prevenir a disseminagdo de patogenos entre os individuos. Isso inclui a segregagdo de
grupos colonizados por diferentes patogenos (seja por espacos fisicos quanto diferentes datas
para consulta), a constante sanitizacdo de ambientes e maos, o uso de mdascaras e outras
medidas que também foram amplamente adotadas durante a pandemia de COVID-19

(CHAPMAN; MOFFETT, 2020; SAIMAN et al., 2014).

Além das medidas de preven¢do de contdgio, o uso de antimicrobianos ¢ realizado
com o objetivo de erradicar patdgenos dominantes, como P. aeruginosa, visando prevenir
exacerbagdes e, em alguns casos, devido a pura correlagdo clinica entre o uso de agentes
antimicrobianos e a melhora da capacidade pulmonar (SHTEINBERG et al., 2021). Dentre
os agentes antimicrobianos mais utilizados destacam-se a tobramicina e a colistina, ambos

possuindo impacto nos fatores supracitados (TACCETTI et al., 2021).

Demais medidas nao farmacologicas relacionadas a fisioterapia sdo fundamentais
para o manejo dos pacientes. Exercicios respiratdrios associados a nebulizagao de agentes
mucoliticos e solugdo fisioldgica hipertonica sao grandes aliados no auxilio da remog¢ao do

muco aderido a arvore bronquica dos pacientes (SHTEINBERG et al., 2021). Dessa forma,
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destaca-se a importdncia de uma abordagem complexa associada a uma equipe
multidisciplinar, para definir da melhor maneira possivel o manejo do paciente (MYER;

CHUPITA; JNAH, 2023).

1.2. BRONQUIECTASIAS NAO FIBROCISTICAS

As bronquiectasias ndo fibrocisticas possuem como critério diagnostico a
apresentacdo das manifestagdes classicas de bronquiectasia. Estas sdo caracterizadas pela
dilatacdo irreversivel dos bronquios associada a tosse cronica e producdo aumentada de
escarro (PEREIRA et al., 2019). Neste contexto, ao contrario da fibrose cistica, a qual possui
testes diagnosticos especificos, exames de imagem tem papel fundamental associados a

anamnese clinica (LEDDA et al., 2021).

A incidéncia de bronquiectasias ndo fibrocisticas tem apresentado um aumento nos
ultimos anos, tornando-se potencialmente a terceira doenga respiratdria crOnica mais
prevalente (MARTINEZ-GARCIA; POLVERINO; AKSAMIT, 2018). Dados referentes a
incidéncia de casos no Brasil ndo sdo bem documentados. Nos ultimos estudos publicados
em nivel nacional, estima-se que a mortalidade decorrente de doencgas respiratdrias cronicas
apresentaram uma redug¢do, contrariamente ao observado em nivel mundial (OLIVEIRA et
al., 2022). Ainda, dados de 2013 restritos ao ambito hospitalar estimavam uma incidéncia
de 0,9 casos de bronquiectasias por 100.000 habitantes (PEREIRA et al., 2019). Dados
disponibilizados pelo Ministério da Satde referentes ao ano de 2022 apontam um total de
1,2 mil internacdes hospitalares, representando um custo de 2,9 milhdes de reais, valor 1,6

vezes superior ao investido no valor médio por internagdo, assim ressaltando o alto custo e
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complexidade associados ao manejos desses pacientes (MINISTERIO DA SAUDE -

BRASIL, [s. d.]).

Diversas doengas de base podem progredir para quadros de bronquiectasias nao

fibrocisticas, sendo as principais elencadas na Tabela 1. Apesar de investiga¢cdes detalhadas

e analises do histdrico dos pacientes, a identificagdo da causa subjacente das bronquiectasias

frequentemente resulta em um diagnostico idiopatico. Estimativas indicam que a maioria das

bronquiectasias ¢ classificada como idiopatica, com prevaléncia variando de 26% a 53%

(IMAM; DUARTE, 2020).

Tabela 1. Potenciais etiologias das bronquiectasias nio fibrocisticas

Causa

Exemplos

Idiopatica

Pos-infeciosa

Imunodeficiéncias

Doencga autoimune

Sindromes hereditarias

Alteracgdes na
arquitetura respiratéria

Pneumonia, tuberculose, infecgdes por Mycobacterium nao
tuberculosis, aspergilose alérgica e virus respiratorios.

Primaria (relacionados a disturbios hereditarios), secundaria (HIV,
quimioterapia € uso de imunossupressores).

Doenga inflamatoria intestinal, doencas do tecido conjuntivo
(artrite reumatoide, espondilite anquilosante e sindrome de
Sjogren), sarcoidose e ltpus sistémicos.

Discinesia ciliar primaria e sindrome de Marfan.

Doenga pulmonar obstrutiva cronica, inalacdo de fumaga ou
toxinas, disfagia, refluxo gastroesofagico, corpo estranho e
tumores

Adaptado de (MACFARLANE et al., 2021).
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1.2.1. PATOGENOS RELEVANTES ASSOCIADOS A BRONQUIECTASIA

NAO FIBROCISTICA

Assim como na fibrose cistica, as bronquiectasias ndo-FC apresentam patogenos
intimamente relacionados a progressdo da doenga, onde microrganismos patogénicos levam
a um quadro inflamatério e consequente deterioragdo pulmonar (MCDONNELL et al.,
2016). Avaliagdes da prevaléncia de patdogenos nas bronquiectasias listam como os dois
principais patdgenos associados P. aeruginosa e H. influenzae, tendo relacdo com a

frequéncia de exacerbagdes (MCDONNELL et al., 2015).

Assim como na fibrose cistica, P. aeruginosa passa por processos adaptativos que
levam a um sucesso na colonizagdo do paciente e aumento na dificuldade de sua erradicacao
(HILLIAM et al., 2017). Sua presenga pode ser utilizada como marcador de gravidade da
doenga, uma vez que possui relacdo com rapido declinio geral de funcdo respiratoria

(DAVIES et al., 2006).

Contrariamente ao observado na fibrose cistica, H. influenzae também possui relagao
bem definida nas bronquiectasias ndo fibrocisticas, tendo correlacdo com frequéncia de
exacerbagdes, comparaveis aos pacientes colonizados por P. aeruginosa (MCDONNELL et
al., 2015). Curiosamente, P. aeruginosa e H. influenzae possuem relagdo antagdnica, onde
individuos apresentam colonizagdo por apenas um dos dois microrganismos, ndo ocorrendo

coinfec¢dao (WOO et al., 2019).

Ainda, dados da populagdo estado-unidense acometida por bronquiectasia sugerem
casos de MNT (micobactérias ndo tuberculosas) em cerca de 63% dos individuos avaliados
(AKSAMIT et al., 2017). Infecgdes geradas por MNT elevam a complexidade do

tratamento, uma vez que o uso de ao menos trés antibioticos ¢ recomendado além do auxilio
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de profissionais com experiéncia na manutengdo de infeccoes por MNT (MACFARLANE

etal.,2021).

1.2.2. TRATAMENTO DE BRONQUIECTASIAS NAO FIBROCISTICAS

De forma analoga a fibrose cistica, abordagens terapéuticas utilizadas nas
bronquiectasias ndo fibrocisticas atuam em duas frentes principais: uso de antimicrobianos
no combate de infeccdes e medidas de reabilitagdo pulmonar. Dentre abordagens nao
farmacoldgicas, a realizagdo de fisioterapia associada ao uso de solucdo fisiologica
hipertonica demonstraram resultados positivos no manejo de bronquiectasias ndo
fibrocisticas (ANURADHA; GUNATHILAKA; WICKRAMASINGHE, 2021). Porém,
contrario ao observado na fibrose cistica, o uso de agentes mucoliticos apresenta resultados
contraditorios. Dessa forma, em linha com a priorizacdo da seguranca do paciente, o
consenso brasileiro de bronquiectasias acaba ndo recomendando a utilizagdo de tais medidas

(PEREIRA et al., 2019).

O emprego de agentes antimicrobianos, assim como na fibrose cistica, mostrou-se
benéfico para os pacientes portadores de bronquiectasias ndo fibrocisticas (IMAM;
DUARTE, 2020). Dentre os agentes antimicrobianos mais utilizados, destaca-se a classe dos
macrolideos, onde seu uso de forma prolongada correlaciona-se a redugdo no niumero de
exacerbagdes (CHALMERS et al., 2019). Em casos mais graves de fibrose cistica, o
transplante pulmonar provou ser eficaz (RAMOS et al., 2019). No entanto, um estudo
comparativo revelou resultados desfavoraveis quando o transplante foi realizado em
pacientes com bronquiectasias ndo fibrocisticas, destacando a distingdo entre essas duas

patologias (KENNEDY et al., 2022).
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1.3. PROGRESSAO DAS BRONQUIECTASIAS

A progressdao das bronquiectasias estd intimamente relacionada a degradacdo da
fun¢do pulmonar, sendo a principal causa de mortalidade tanto na fibrose cistica quanto na
bronquiectasia nao fibrocistica (GIBSON; BURNS; RAMSEY, 2003; LOEBINGER et al.,
2009). Recomendagdes de acompanhamento preconizam avaliagdes periddicas de funcao
respiratoria através de espirometria e progressao de danos pulmonares utilizando técnicas de
imagem (ATHANAZIO et al., 2017; PEREIRA et al., 2019). O impacto nos achados de
acompanhamento dos pacientes apresentam relagdes com a etiologia da bronquiectasia
(LOPES et al., 2015). Porém, nao foram encontradas evidéncias de que a doenga de base

cause alteracdo na mortalidade dos pacientes (LOEBINGER et al., 2009).

De forma geral, a evolugdo das bronquiectasias fibrocisticas e nao fibrocisticas sao
similares (AMATI et al., 2019; TURCIOS, 2020). A perda progressiva de fun¢do pulmonar
ocorre através de um vortice de dano vicioso (Figura 3) (PEREIRA ef al., 2019). Nesse
vortice, infecgdes recorrentes associadas a um quadro pro-inflamatorio e consequente dano
tecidual acabam se retroalimentando (COLE, 1986; DE ROSE, 2002; PEREIRA et al.,

2019).

Lesdes progressivas levam a um enrijecimento da estrutura pulmonar, associada a
dilatacdo dos bronquios, gerando reducdo na capacidade respiratédria (SAVIN; ZENKOVA;
SEN’KOVA, 2022). O declinio de fun¢do gerado pelo processo ciclico de exacerbagdes e
inflamacdo acaba levando a uma perda de funcdo progressiva irreversivel, caracterizando,
assim, desfechos de faléncia pulmonar em ambas fibrose cistica e bronquiectasia nao

fibrocistica (CHALMERS et al., 2017; SANDERS et al., 2010).
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Figura 3. Evolucio das bronquiectasias fibrocisticas e nao fibrocisticas. As mutacdes no
gene CFTR resultam em perda total ou parcial da fung@o de seu canal de cloreto, causando
comprometimento no transporte de cloreto e, consequentemente, aumento da reabsor¢ao de
agua pelas células levando a um aumento da viscosidade do muco. Nas bronquiectasias ndo
fibrocisticas, lesdes pulmonares de variadas etiologias levam a uma resposta imunologica
exacerbada, dano tecidual e consequentes alteragdes morfoldgicas associadas ao acimulo de
muco. Em ambas as doencas, o acimulo de muco predispde infec¢des de repeticdao, dando
entrada ao chamado voértice de dano vicioso, onde ha uma retroalimentacdo ciclica entre
infecgdo, inflamacao e dano tecidual.

1.4. MICROBIOMA PULMONAR

Uma vez que o processo infeccioso ¢ um dos principais fatores na evolucdo das
bronquiectasias, o estudo do microbioma pulmonar se torna crucial, pois a relagdo entre o
microbioma e desfecho da infeccdo desempenha um papel significativo (LIBERTUCCI;
YOUNG, 2018). A microbiota pulmonar ¢ influenciada por trés fatores fundamentais que
determinam sua composicdo (conforme esquematizado na Figura 4). O primeiro fator ¢ a
imigracdo, que envolve a entrada de microrganismos nos pulmdes, seja pela inalacdo direta,
microaspiragdes ou disseminacdo pelas mucosas continuas do sistema respiratorio. O
segundo fator ¢ a eliminag¢do, que compreende processos como a depuracdo mucociliar, a
tosse e a resposta imunologica inata e adaptativa do hospedeiro. Por fim, o terceiro fator ¢ a
capacidade de proliferagdo no proprio tecido pulmonar, relacionada a disponibilidade de
nutrientes, tensdo de oxigénio, interagdo com células do hospedeiro, pH e temperatura
(CARNEY et al., 2020; DICKSON; MARTINEZ; HUFFNAGLE, 2014).
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Figura 4. Determinantes da composicio da microbiota respiratéria. A constitui¢do da
microbiota respiratdria ¢ determinada por trés fatores: imigracdo microbiana, eliminacao
microbiana e proliferacdo regional. Qualquer alteragdo detectada em estados de doenga deve
ser atribuida a alguma combinacgao desses trés fatores. Em condigdes saudaveis, a microbiota
¢ determinada pela imigracdo e elimina¢do; em condigdes patologicas a microbiota €
determinada principalmente pela proliferacdo regional de patogenos. Adaptado de
(DICKSON; MARTINEZ; HUFFNAGLE, 2014).

Associado a um predominio de composi¢ao determinada pela imigragao e eliminacao
de microrganismos, a microbiota pulmonar saudavel apresenta uma baixa densidade de
microrganismos (BASSIS et al., 2015; DICKSON et al., 2015). Apesar da densidade
reduzida, observa-se uma elevada diversidade em composicdo quando comparada com
condigdes patogénicas (FEIGELMAN et al., 2017). A comunidade bacteriana ¢ composta
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majoritariamente por membros dos filos Firmicutes e Bacteroidetes, sendo os
microrganismos dos géneros Prevotella, Streptococcus e Veillonella os mais abundantes
(PETTIGREW; TANNER; HARRIS, 2021; WHITESIDE; MCGINNISS; COLLMAN,

2021).

1.4.1. MICROBIOMA PULMONAR NA FIBROSE CISTICA

O primeiro impacto significativo na microbiota pulmonar de individuos acometidos
pela fibrose cistica ¢ uma reducao em sua diversidade (FEIGELMAN et al., 2017). Redugdes
de diversidade entre individuos com fibrose cistica possuem, ainda, uma correlagdo com o
envelhecimento do paciente e deterioracdo de funcdo pulmonar (ZEMANICK; SAGEL;

HARRIS, 2011).

Quando analisamos em nivel de filos, é possivel observar uma reducdo de
Fusobacteria e Bacteroidetes além de um aumento na razdo Firmicutes/Bacteroidetes em
pacientes acometidos por fibrose cistica comparados a individuos saudaveis (BLAINEY et
al., 2012). Um enriquecimento do filo Proteobacteria também ¢ descrito, podendo ser
relacionado com a grande variedade de patogenos que o compdem (MORAN LOSADA et
al., 2016). Ambas as redugdes de diversidade e de determinados filos possuem correlagdo
com dominio da microbiota por patdégenos classicos da fibrose cistica, reduzindo membros
comensais ¢ da microbiota aérea superiora (FRANCOISE; HERY-ARNAUD, 2020;

PIENKOWSKA et al., 2023).

1.4.2. MICROBIOMA PULMONAR NAS BRONQUIECTASIAS NAO

FIBROCISTICAS
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Ao contrario da frequéncia de estudos em fibrose cistica, a literatura atual carece de
dados referentes ao microbioma de pacientes com bronquiectasias ndo fibrocisticas (WOO
et al., 2019). Apesar disso, algumas relagdes ja se encontram estabelecidas, como redugdo
na diversidade de microrganismos, e correlagdo direta com a reducgdo da fung¢do pulmonar e
com a frequéncia exacerbagdo (FLUME; CHALMERS; OLIVIER, 2018; TUNNEY et al.,

2013).

Dentre as unidades taxonomicas operacionais (OTU) mais prevalentes na microbiota,
se destacam P. aeruginosa, H. influenzae e Streptococcus sp., apresentando concordancia
com a prevaléncia de patégenos nessa populacdo (COX et al., 2017; WOO et al., 2019).
Relagdes entre o uso de antimicrobianos e consequente redu¢do na abundancia de OTUs e
diversidade na microbiota também foram bem estabelecidos (COX et al., 2017; ROGERS et
al., 2014; WOO et al., 2019). Considerando que as exacerbagdes sdo eventos pivotais na
progressdao da doenca, alteragdes no microbioma nesses momentos foram conduzidos e,
surpreendentemente, o perfil encontrado demonstrou certa estabilidade de composigdo

(MAC AOGAIN et al., 2021).

1.5. METAGENOMA NAS ABORDAGENS CLINICAS

Dentre os estudos de microbioma, a grande maioria se baseia em técnicas de
sequenciamento de amplicons do gene 16S rDNA. Apesar de dados composicionais trazerem
informagdes relevantes para abordagens clinicas (ZHAO et al., 2021), o emprego de
metagendmica completa traz maior riqueza de informagdes associado a uma mais profunda

identificacdo taxondmica (DURAZZI et al., 2021).
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Aplicagdes clinicas de técnicas de metagendmica tém lentamente ganhado foco como
potenciais ferramentas para a pratica clinica. Demonstrou-se que metagendmica apresenta
alta sensibilidade na detec¢do de patogenos de pneumonia em amostras de trato respiratdrio
inferior (CHEN et al., 2023). Associado a identificacdo de patdgenos, potenciais aplicagdes
referentes a resisténcia a antimicrobianos ¢ digna de destaque. Dados demonstram que ocorre
um expansdo do resistoma associado ao uso de antimicrobianos, sendo essa expansdo

ocorrendo de forma cumulativa (FREDRIKSEN et al., 2023).

Além de avaliar alteracdes estruturais no resistoma, pode-se estabelecer correlaciao
direta entre dados moleculares e fenotipos encontrados em isolados clinicos
(CUTHBERTSON et al., 2020; LIM et al., 2014). O resistoma base compartilhado por
individuos saudaveis e com doengas respiratorias inclui genes de resisténcia as classes de
beta-lactdmicos, diaminopirimidinas, fluoroquinolonas, macrolideos, lincosamidas,

cloranfenicol e tetraciclinas (MAC AOGAIN et al., 2020).

Dessa forma, associacdo entre microbioma e resistoma se mostra como uma
vantajosa ferramenta para uma pratica clinica precisa (MAC AOGAIN et al., 2020). Ainda,
ha a defesa do emprego de tais técnicas para uma resposta rapida em abordagens terapéuticas

(COBIAN GUEMES et al., 2019).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar as caracteristicas do microbioma pulmonar de pacientes diagnosticados

com fibrose cistica, pacientes com bronquiectasia ndo fibrocistica e individuos saudaveis.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1. Analisar a diversidade microbiana intra e intergrupos, identificando

potenciais diferencas;

2.2.2. Investigar a composi¢do da microbiota dos trés grupos de estudo;

2.2.3. Analisar a abundancia diferencial de microrganismos nos grupos

selecionados;

2.2.4. Avaliar a presenca e composicdo de genes de resisténcia antimicrobiana nos

grupos avaliados;

2.2.5. Estabelecer correlagcdes entre dados moleculares e microbiologicos

relacionados a resisténcia antimicrobiana;

2.2.6. Avaliar potenciais correlagdes entre alteragdes do microbioma com dados

clinicos dos pacientes avaliados.
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4. DISCUSSAO GERAL

O presente estudo buscou investigar e comparar o microbioma pulmonar entre os trés
grupos estudados: pacientes diagnosticados com fibrose cistica, pacientes diagnosticados
com bronquiectasia ndo fibrocistica, e individuos saudaveis. A escolha dos grupos
patologicos deve-se principalmente por divergirem apenas em etiologia e possuirem
abordagens clinicas semelhantes, relacionadas a extrapola¢do de condutas da fibrose cistica
para bronquiectasias ndo fibrocisticas. Além disso, o perfil de genes de resisténcia foi
avaliado, uma vez que no manejo de ambas as patologias ocorre o uso crénico de

antimicrobianos.

A progressao tanto da fibrose cistica quanto da bronquiectasia nao fibrocistica esta
intimamente ligada aos processos infecciosos. Nesse contexto, a disbiose do microbioma
apresenta-se como um marcador na avaliagdo de infec¢cdes (AMATI et al., 2019). Além de
sua relacdo com o processo infeccioso, dados relacionados a composi¢ao da microbiota,
tanto em fibrose cistica quando em bronquiectasias ndo fibrocisticas, foram relacionados

com a progressao da doenca (COX et al., 2017; CUTHBERTSON et al., 2020).

Como esperado, ambos grupos patologicos apresentaram uma redugdo em sua
diversidade quando comparados com o grupo saudavel, sendo essa reducdo relacionada a
estados patologicos pulmonares e as duas doengas estudadas (CARNEY et al., 2020). Esse
fato pode ser associado ao predominio da replicacdo e dominio de taxons patogénicos, o que
acarreta em um desbalanco nos trés fatores de equilibrio da microbiota pulmonar saudavel
(altamente relacionada a eventos de imigragdo e eliminagdo) e ao uso exacerbado de agentes

antimicrobianos (CUTHBERTSON et al., 2020; DICKSON et al., 2016; ZHAO et al., 2012).
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Quando avaliadas potenciais diferengas composicionais de espécies entre os grupos
estudados, foi encontrada diferenca significativa entre o grupo saudavel e os grupos
patologicos. Nao foi encontrada uma dissimilaridade significativa na composi¢do entre
fibrose cistica e bronquiectasia nao fibrocistica. Devido a alta frequéncia de P. aeruginosa,
tanto em pacientes com fibrose cistica quanto em pacientes com bronquiectasias nao
fibrocisticas (HILLIAM et al., 2017, WINSTANLEY; O’BRIEN; BROCKHURST, 2016),
e considerando que a replicagdo desses patogenos esta associada a reducdo na diversidade
microbiana (PIENKOWSKA et al., 2023), essa associacdo ajuda a explicar a auséncia de
diferengas na diversidade microbiana (beta-diversidade) entre os grupos de pacientes com
diferentes condicdes patoldgicas. Este fato corrobora achados que sugerem que a microbiota
dos grupos de fibrose cistica e bronquiectasia ndo fibrocistica apresentam semelhancas

(SCHAFER et al., 2018).

Quando avaliamos possiveis diferencas entre os grupos no que diz respeito ao trato
respiratério superior, ndo encontramos diferencas significativas. Isso esta de acordo com
estudos anteriores que mostraram similaridades na microbiota do trato respiratorio superior
entre individuos saudéaveis e aqueles afetados pela fibrose cistica (PIENKOWSKA et al.,
2023). Portanto, ¢ importante destacar que as diferengas observadas no trato respiratdrio
inferior ndo sdo resultado de um desequilibrio no trato respiratério superior. Ainda, no
contexto da fisiopatologia da doenca, onde altera¢des na reologia do muco e na morfologia
pulmonar desempenham um papel fundamental na determina¢do da suscetibilidade a
infecgdo (FLUME; CHALMERS; OLIVIER, 2018; MAN; DE STEENHUIJSEN PITERS;
BOGAERT, 2017; SCHAFER et al, 2018), a funcdo do nasofaringe permanece
relativamente menos afetada. Consequentemente, essa preservagdo das condigdes contribui

para a manuten¢do da composi¢do microbiota tipica.
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A redugdo nos filos Actinobacteria, Fusobacteria, Firmicutes e Bacteroidetes foi
observada nos individuos portadores de fibrose cistica quando comparados com individuos
saudaveis. Esses dados encontram-se alinhados com o descrito para fibrose cistica. Ainda,
analisando especificamente os filos supracitados, dados de enriquecimento de todos eles
foram demonstrados em desfechos favoraveis como formas menos graves de doencas e
melhora na funcdo pulmonar (HUANG et al., 2015; LEE et al, 2019; MORALES-
GONZALEZ et al., 2023). Dessa forma, seus enriquecimentos no grupo saudavel salientam

um estado fisiologico e fungdo pulmonar adequados comparados aos grupos patologicos.

Em nosso estudo ndo foi possivel observar uma correlagdo significativa entre a
densidade dos filos supracitados e marcadores de fun¢ao pulmonar dos pacientes nos grupos
patolégicos. Potencialmente o niimero de integrantes dos grupos estudados foi um dos
limitantes no estabelecimento das correlagdes. Dessa forma, destaca-se a necessidade de
estudos adicionais para decifrar os papéis especificos desses filos no contexto da fibrose

cistica e bronquiectasia nao fibrocisticas.

Ao considerar espécies diferencialmente abundantes enriquecidas em ambas as
comparagdes envolvendo o grupo saudavel contra os grupos patologicos, torna-se evidente
que os microrganismos enriquecidos na coorte saudavel estdo associados ao trato respiratorio
superior (FLYNN; DOOLEY, 2021; MAN; DE STEENHUIJSEN PITERS; BOGAERT,
2017; NATALINI; SINGH; SEGAL, 2023). Essa observacao fortalece ainda mais a no¢ao
de que a imigracdo desempenha um papel predominante na formacao da microbiota
pulmonar no grupo saudavel comparado aos grupos patologicos (CARNEY et al., 2020;

DICKSON et al., 2016).
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A presenca diferencial do fago Ackermannviridae sp. no grupo saudavel se destaca,
sendo o Unico virus identificado por abundancia diferencial. O potencial papel de fagos no
microbioma humano tem chamado atencao, considerando que sdo os virus mais prevalentes
nos pulmdes (GREGORY et al., 2018). O fago Ackermannviridae sp. ja foi descrito como
componente da microbiota intestinal, porém seu papel nos pulmdes ainda nao foi elucidado
(BENLER et al., 2021; GREGORY et al., 2018; ZHANG; WANG, 2023). A presenga do
Ackermannviridae sp. pode, potencialmente, apresentar um papel positivo, uma vez que
acredita-se que fagos atuam potencialmente infectando bactérias potencialmente nocivas
(LAWRENCE; BALDRIDGE; HANDLEY, 2019). Estudos adicionais para investigar esse
papel nos pulmdes e determinar os fatores que contribuem para sua reduzida abundancia na

fibrose cistica e bronquiectasia nao fibrocistica sdo necessarios.

Nos individuos portadores de fibrose cistica, bactérias que apresentaram abundancia
diferencial comparadas ao grupo saudavel sdo majoritariamente componentes da familia
Burkholderiaceae, incluindo Ralstonia sp., Pseudomonas, Xanthomonas e BCC.
Considerando que sdo patogenos classicos a acometerem individuos com fibrose cistica,
esses achados corroboram dados prévios (FRANCOISE; HERY-ARNAUD, 2020; GREEN;
JONES, 2015; MAHENTHIRALINGAM; URBAN; GOLDBERG, 2005; PRIOR;
GUNARATNAM; HUMPHREYS, 2017). De forma similar, a comparagdo entre
bronquiectasia nao fibrocistica e o grupo saudéavel apresentou abundancia diferencial de P,
aeruginosa, patogeno classico da condi¢cdo que tende a dominar a microbiota e relaciona-se
com desfechos desfavoraveis (CHALMERS et al., 2023; COX et al., 2017, WOO et al.,

2019).

Ao compararmos os dois grupos patoldgicos encontramos membros do grupo BCC

enriquecido nos individuos acometidos por fibrose cistica. Esse achado ¢ o diferencial entre
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os dois grupos estudados. Uma maior susceptibilidade a componentes do BCC por
portadores de fibrose cistica pode ser relacionada a fatores que se estendem além das
alteracdes pulmonares. Componentes do BCC mostraram evadir a elimina¢do ao subverter
mecanismos de autofagia pos fagocitose (FLORES-VEGA ef al., 2021). As mutagdes no
gene CFTR levam a uma maior suscetibilidade a esse mecanismo, resultando na perpetuagao
da infeccdo em pacientes com fibrose cistica, enquanto individuos com bronquiectasia ndo
fibrocistica, apesar de terem uma maior susceptibilidade por alteragdes fisiologicas no
pulmdo, ainda apresentam uma conservacao do processo de eliminacdo de patdgenos

fagocitados (ABDULRAHMAN et al., 2011).

Em comparagdo, membros do grupo de bronquiectasia ndo fibrocistica apresentaram,
apenas, Prevotella shahii diferencialmente abundante quando comparados a fibrose cistica.
Esse achado sugere certa conservagdo nos mecanismos de imigragdo de componentes da
microbiota do trato respiratorio superior. Em comparacdes entre subgrupos de portadores de
fibrose cistica que apresentavam fenotipo de rapida deterioracao de fun¢do pulmonar contra
aqueles que ndo apresentavam, o grupo que conservava fun¢do pulmonar tinha uma maior
prevaléncia de membros da microbiota saudavel (ACOSTA et al., 2018). Esse achado nos
permite tragar um paralelo entre os resultados obtidos, levantando a hipotese de que,
potencialmente, portadores de bronquiectasia ndo fibrocistica apresentam melhor

prognoéstico pulmonar quando comparados aos acometidos por fibrose cistica.

Ao analisarmos dados referentes a composi¢ao e frequéncia de genes de resisténcia
dos trés grupos de estudo nas amostras de escarro, os individuos saudaveis e com
bronquiectasia nao fibrocistica apresentaram uma menor incidéncia de genes de resisténcia
em comparacao com o grupo acometido por fibrose cistica. Dado que ambas as doencas

envolvem abordagens clinicas comparaveis para administracao de antimicrobianos (TAY;
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REID; BELL, 2015), destaca-se o fato de bronquiectasia ndo fibrocistica ndo apresentar

niveis comparaveis a fibrose cistica na presenca de genes de resisténcia.

A aplicagdo potencial de dados metagenomicos para ajuste de condutas clinicas ja foi
enfatizada anteriormente considerando dados de resisténcia (LIM et al., 2014) ¢
composicionais da microbiota (ROGERS et al., 2014). Nossos dados refor¢am ainda mais
esse potencial, demonstrando uma clara relagdo entre resistoma e teste de sensibilidade a
antimicrobianos. Dessa forma, enfatizando o uso de resistoma como ferramenta de decisoes

clinicas rapidas (COBIAN GUEMES et al., 2019).

Considerando os resultados apresentados, sugere-se que a fibrose cistica e¢ a
bronquiectasia nao fibrocistica requerem abordagens clinicas distintas. Embora
compartilhem semelhancas, sdo notdveis diferencas na composicdo e incidéncia de
determinados componentes da microbiota como componentes do BCC e nos perfis de genes
de resisténcia antimicrobiana, destacam a necessidade de estratégias diferenciadas para cada
uma das doencas. Nossos dados demonstram claramente uma forte correlagao entre os dados
do resistoma e observagdes praticas, destacando o potencial das abordagens moleculares no

direcionamento da terapéutico.
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5. CONCLUSOES

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

5.5.

5.6.

5.7.

Pacientes portadores de fibrose cistica e bronquiectasia ndo fibrocistica apresentam

reducdo na diversidade alfa em compara¢do com individuos saudaveis;

Individuos portadores de fibrose cistica demonstram maior dissimilaridade
microbiana entre si do que individuos com bronquiectasia ndo fibrocistica e

individuos saudaveis;

Dados composicionais de nasofaringe ndo apresentam diferencas significativas
entre os grupos, mostrando pouco potencial de emprego como sitio de triagem ou

avaliacdo de potenciais marcadores;

Componentes do BCC associados a um aumento da razao F/B desempenham um
papel fundamental na diferenciagdo entre pacientes com fibrose cistica e

bronquiectasia ndo fibrocistica;

O resistoma de individuos afetados por fibrose cistica, bronquiectasia nao

fibrocistica e individuos saudaveis apresenta diferencas entre os grupos;

Pacientes com fibrose cistica exibem um maior nimero de copias de genes de
resisténcia em comparagcdo com pacientes com bronquiectasia nao fibrocistica e

individuos saudaveis;

Dados moleculares do resistoma sdo consistentes com dados de resisténcia
provenientes testes de sensibilidade a antimicrobianos, destacando o potencial do

uso do metagenoma na orientacdo das condutas clinicas.
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6. PERSPECTIVAS

6.1. Avaliagdo de vias de viruléncia pelo emprego do VFDB (Virulence Factors
Database) no intuito de identificar genes de viruléncia e avaliar potenciais

diferengas entre os grupos estudados;

6.2. Avalia¢ao de redes de interagdo entre os microrganismos presentes nos diferentes

grupos estudados — pelo uso do pacote SPIEC-EASI na plataforma R;

6.3. Avaliacdo de interacdo polimicrobianas in vitro e analise de fatores de viruléncia de

microrganismos isolados e em co-cultivo.

89



7. ANEXO 1 — Manuscrito publicado junto ao periodico Fungal Genetics and

Biology

Durante a fase inicial do doutorado foram realizados experimentos determinantes
para a publicagdo do artigo em anexo. Dentre os ensaios realizados, destacam-se a
caracteriza¢cdo do mutante para o gene paralogo HPS12.2 e o duplo mutante de Cryptococcus

gattii.

Nesse trabalho foram caracterizados dois genes codificantes de Hsp12 (HSPI12.1 ¢
HSP12.2) de C. gattii, uma proteina de choque térmico pequena. Através de minuciosa
avaliacdo verificamos que HSP12.1 possui papel na estabilizagdo da membrana plasmatica
e sua delegdo leva a um aciimulo de espécies reativas de oxigénio associado a uma mudanga
nos padroes de expressdao de genes de resposta ao estresse oxidativo. Ainda, sua delecao
afetou a taxa de fagocitose por macréfagos murinos e reducao de viruléncia em modelo
invertebrado. Ao avaliarmos o pardlogo HSPI2.2, ndo foi possivel encontrar diferencas
fenotipicas. Associado ao fato que o duplo mutante para ambos os genes levou a uma
reprodugao dos fenotipos encontrados para HSP12.1 sugerimos que ocorreu uma perda de

fung¢dao em HSP12.2.
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Cryptococcus gattii is one of the etiological agents of cryptococcosis. To achieve a successful infection, C. gattii
cells must overcome the inhospitable host environment and deal with the highly specialized immune system and
poor nutrients availability. Inside the host, C. gattii uses a diversified set of tools to maintain homeostasis and
establish infection, such as the expression of remarkable and diverse heat shock proteins (Hsps). Grouped by
molecular weight, little is known about the Hsp12 subset in pathogenic fungi. In this study, the function of the
C. gattii HSP12.1 and HSP12.2 genes was characterized. Both genes were upregulated during murine infection
and heat shock. The hsp12.1 A null mutant cells were sensitive to plasma membrane and oxidative stressors.
Moreover, HSP12 deletion induced C. gattii reactive oxygen species (ROS) accumulation associated with a dif-
ferential expression pattern of oxidative stress-responsive genes compared to the wild type strain. Apart from
these findings, the deletion of the paralog gene HSP12.2 did not lead to any detectable phenotype. Additionally,
the double-deletion mutant strain hsp12.1 A /hsp12.2 A presented a similar phenotype to the single-deletion
mutant hspl2.1 A, suggesting a minor participation of Hspl2.2 in these processes. Furthermore, HSP12.1
disruption remarkably affected C. gattii virulence and phagocytosis by macrophages in an invertebrate model of

infection, demonstrating its importance for C. gattii pathogenicity.

1. Introduction

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are basidiomycete
yeasts and the etiological agents of cryptococcosis. C. neoformans mainly
affects immunocompromised hosts and is predominantly associated
with human immunodeficiency virus (HIV)-infected patients, while
C. gattii infections prevail in immunocompetent hosts (Kwon-Chung
et al., 2016; Lin and Heitman, 2006). Around 280,000 cases of crypto-
coccosis are estimated annually, with a variable, country-dependent
mortality range (Rajasingham et al., 2017). This infection can be ac-
quired by the inhalation of basidiospores or dissected yeast cells. After
colonizing the lungs, fungal cells can disseminate through the blood-
stream to the central nervous system (CNS), frequently causing lethal
meningitis (Perfect, 2005).

In the lungs, cryptococcal cells must deal with a hostile environment

and highly specialized immune system. The success of infection relies on
the production of virulence determinants, such as the assembly of a
polysaccharide capsule with immunomodulatory properties, the secre-
tion of extracellular enzymes, biofilm formation, melanin production,
and thermotolerance (Kwon-Chung et al., 2000; May et al., 2016). Along
with these virulence determinants, cryptococcal homeostasis mecha-
nisms are also required for yeast cell responses to stressors. The heat
shock proteins (Hsps) are key components of the stress response and
participate in a wide range of biological processes such as ubiquitina-
tion, membrane stabilization, and protein folding (Tiwari et al., 2015).

Hsps are usually categorized by molecular mass (Jee, 2016). Some
proteins from the Hsp70 family have already been described as being
recognized by serum from C. neoformans-infected mice and modulating
the host immune response (Eastman et al., 2015; Kakeya et al., 1997;
Silveira et al., 2013). Hsp90 also has an important role in Cryptococcus
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virulence. Hsp90 is localized to the C. neoformans surface and acts as an
ATPase, regulating capsule formation and resistance to echinocandins
(Chatterjee and Tatu, 2017). Additionally, the chemical inhibition of
Hsp90 in C. neoformans and C. gattii led to higher sensitivity to anti-
fungal drugs and alterations in capsule thickness and virulence in a
C. elegans model of infection (Cordeiro et al., 2016).

Hspl2 is another Hsp that is conserved among different fungi. In
Saccharomyces cerevisiae, Hsp12 interacts with lipids and stabilizes the
plasma membrane, acting as a lipid chaperone (Herbert et al., 2012).
Candida albicans has two copies of Hsp12 coding genes, both regulated
by the cyclic adenosine monophosphate (cAMP) signaling cascade (Fu
etal., 2012; Sheth et al., 2008). C. neoformans also has two Hsp12 coding
genes; while disruption of a single gene leads to higher sensitivity to the
antifungal drug amphotericin B (AmpB), double disruption further in-
creases AmpB sensitivity, suggesting a redundant function for both
Hspl2s (Maeng et al., 2010).

In the present work, we characterized the function of the two Hsp12
coding genes (HSP12.1 and HSP12.2) from C. gattii. We demonstrated
that disruption of the Hsp12.1 coding gene leads to higher sensitivity to
oxidative and membrane stressors, a higher rate of phagocytosis by
macrophages, and decreased virulence in the Tenebrio molitor model of
infection. Additionally, disruption of the Hsp12.2 coding gene does not
lead to any detectable phenotypic changes, while the double deletion
strain behaves similarly to the hsp12.1 null mutant.

2. Materials and methods
2.1. Fungal strains, plasmids, primers, and media

The C. gattii R265 strain used in this study was kindly provided by
Wieland Meyer (University of Sydney, Australia). The plasmid
PDNORNAT containing the nourseothricin marker cassette was previ-
ously constructed by our group (de Oliveira Schneider et al., 2012). The
plasmid pJAF15 containing the hygromycin resistance marker cassette
was kindly provided by Joseph Heitman (Duke University, Durham, NC,
USA). The sequences of the primers used in the study are listed in
Table S1. For all experiments, C. gattii strains were grown in yeast
extract-peptone—dextrose (YPD) medium (1 % [wt/vol] yeast extract, 2
% [wt/vol] peptone, and 2 % [wt/vol] dextrose) overnight at 30 °C with
shaking at 200 rpm. For solid plates, YPD agar (YPD medium, 1.5 % [wt/
vol] agar) was used. YPD plates containing nourseothricin (100 pg/ml)
were used to select for the HSP12.1-deleted strain (hsp12.1A), while YPD
plates containing hygromycin (200 pg/ml) were used to select for the
HSP12.1-complemented strain (hspl2.1 A::HSP12.1) and HSP12.2-
deleted strain (hsp12.2A). YPD plates containing a mix of nourseothricin
and hygromycin were used to select for the double deletion strain
hsp12.1A/hsp12.2A.

2.2. Strain construction

To construct the hspl2.1A null strain, the DelsGate method was
employed (Garcia-Pedrajas et al., 2008). HSP12.1 flanking sequences (1
kb upstream and 1 kb downstream of the coding gene sequence,
CNBG_2441) were PCR-amplified and gel-purified using the PureLink™
Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kits (Invitrogen™,
Waltham, MA, US). The plasmid pDNOR-NAT and purified PCR products
were mixed in equimolar amounts in a Gateway BP clonase™ II reaction
(Invitrogen™, Waltham, MA, US). The pDNOR-NAT-HSP12.1 construct
was linearized by I-Scel digestion prior to biolistic transformation into
C. gattii R265 cells (Toffaletti et al., 1993).

For HSP12.1 complementation, the coding region along with the
same 1 kb upstream and downstream gene flanking regions
(CNBG_2441) were amplified by PCR. The gel-purified PCR fragments
were subcloned into the EcoRV site of the pJAF15 plasmid. The pJAF15-
HSP12.1 plasmid was linearized with Notl and transformed into the
hsp12.1A strain as described above. To construct the hspl12.2A and
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hsp12.1A/hsp12.2A strains, the split-marker strategy was employed
(Jung et al., 2018). The 5’ and 3’ flanking regions of the HSP12.2 coding
sequence were PCR-amplified (961 pb and 957 pb, respectively,
CNBG_5853) and fused by double-joint PCR with the hygromycin
resistance marker. Equimolar quantities of the purified PCR products
were used to transform the C. gattii R265 and hsp12.1A strains by bio-
listics. The constructed strains were confirmed by RT-PCR expression
analysis (Fig. S1).

2.3. Gene expression analyses

For the heat shock expression assay, R265 cells were cultured over-
night in YPD at 30 °C and 200 rpm. The cells were then washed with
phosphate-buffered saline (PBS), and 1 x 107 cells/mL were inoculated
in Erlenmeyer flasks containing Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM) High Glucose (Gibco™, Waltham, MA, US) for 2 h at 30 °C and
200 rpm. The control groups were maintained under the same condi-
tions, while the heat shock conditions comprised incubation at 39 °C and
200 rpm for 10, 20, and 40 min. After each time point, cells were
collected, washed with PBS, and frozen with liquid nitrogen and stored
at — 80 °C until RNA extraction.

For the oxidative stress gene expression assay, cells of each crypto-
coccal strain were cultured overnight in YPD as described above. Cells
were washed with PBS, and 2.5 x 10* cells/mL were incubated in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium (Gibco™, Waltham,
MA, US) supplemented or not with 3 mM of paraquat for 24 h at 30 °C
under static conditions, in biological triplicates. Cells were then
collected, washed with PBS, and frozen with liquid nitrogen and stored
at — 80 °C until RNA extraction.

RNA extraction was performed with TRIzol™ (Invitrogen, Waltham,
MA, US) reagent following the manufacturer’s protocol. Total extracted
RNA was treated with RQ1 RNase-Free Dnase (Promega™, Madison, WI,
US) and the reverse transcriptase reaction was performed with ImProm-
II reverse transcriptase (Promega™, Madison, WI, US) using oligo-dT
primers. Quantitative PCR (qPCR) analyses were performed using the
Fast 7500 real-time PCR system from Applied Biosystems™ using
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Invitrogen™, Waltham, MA, US)
with 8 ng of cDNA. Each cDNA sample was analyzed in triplicate for
each primer pair. Melting curve analysis was performed at the end of
each reaction to confirm a single PCR product. Actin was used as the
reference gene. Relative expression was determined by the 272€T
method (Livak and Schmittgen, 2001).

2.4. Paraquat resistance

C. gattii cells were cultivated overnight in YPD and washed with PBS,
following which 107 cells were cultivated in RPMI medium in the
presence or absence of 3 mM paraquat in 96-well plates at 30 °C for 24 h.
Next, cells were washed with PBS and plated on YPD solid medium. The
plates were incubated at 30 °C for 48 h and colony forming unit (CFU)
was determined. Paraquat resistance was determined as the percentage
of viable cells in the presence of paraquat compared to cells cultivated in
its absence.

2.5. Phenotypic characterization assays

C. gattii strains were cultivated overnight in YPD as described,
washed with PBS, and counted using a Neubauer chamber. Then, 10-fold
serial dilutions ranging from 1 x 107 to 1 x 10° cells/m] were prepared.
A volume of 3 pL of each dilution was plated in BD Difco™ Yeast Ni-
trogen Base (YNB) (BD, Franklin Lakes, NJ, US) agar plates supple-
mented with the following stressors: saline (NaCl 1.5 M), osmotic
(sorbitol 2 M), cell wall (calcofluor white 300 ug/mL and Congo Red 5
mg/mL), plasma membrane (sodium dodecyl sulfate (SDS) 0.005 %),
oxidative (hydrogen peroxide 2.5 mM), and the antifungal drugs flu-
conazole (5 pg/mL) and amphotericin B (1 pg/mL). Plates were
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incubated at 30 °C for 2 days and photographed.

Capsule size was determined in capsule inducing conditions as pre-
viously described and final measurements were presented as capsule
thickness = total cell diameter — cell body diameter (Reuwsaat et al., 2021).
To induce melanin production, a PBS cell suspension containing 4 x 10°
cryptococcal cells/mL was incubated at 30 °C in minimal medium sup-
plemented with 1 mM of L-3,4-dihydroxyphenylalanine (1-DOPA) for 96
h, protected from light in a 12-well plate (Reuwsaat et al., 2018). The
cell-free supernatant absorbance was determined at 400 nm using the
Molecular Devices SpectraMax® i3x (San Jose, CA, US). To evaluate the
deposition of melanin on the cryptococcal cell surface, the same medium
described above supplemented with 1.5 % agar was used, and 3 pL of a 1
x 107 cells/mL suspension was plated. After 48 h of incubation at 30 °C,
cell melanization was evaluated and photographed.

2.6. Heat shock viability assay

C. gattii strains were exposed to heat shock under the same conditions
described in the gene expression analyses (section 2.3). Cells were then
diluted and plated on YPD plates for survival determination. After 48 h
of incubation at 30 °C, the CFU of each strain was accessed.

2.7. Intracellular ROS determination

C. gattii cells were cultivated overnight in YPD and washed with PBS,
and 1 x 107 cells were kept under agitation at 30, 37 or 39 °C for 1 h in
PBS. Next, the cells were resuspended in 10 pyM Sigma™ 2’
7'dichlorofluorescin diacetate (DFCH-DA) in PBS and incubated for 1 h
at 37 °C or 39 °C with agitation. Cells were resuspended in PBS and
analyzed with the Guava easyCyte flow cytometer (Merck Millipore) by
measuring the green fluorescence of 5000 events.

2.8. Macrophage and virulence assays

C. gattii strains were cultivated in YPD and washed with PBS,
following which 1 x 10° cryptococcal cells opsonized with anti-
glucuronoxylomannan (GXM) 18B7 antibody (1 pg/mL at 37 °C for 1
h) were added to macrophage-containing plates. The 96-well macro-
phage culture plates were prepared by seeding 1 x 10° J774A.1 cells/
well and activating them overnight with recombinant murine interferon
gamma (IFN-y) (100 U/ml, Sigma™) and Escherichia coli lipopolysac-
charides (500 ng/ml, Sigma™). Macrophage-Cryptococcus containing
plates were incubated at 37 °C under 5 % CO,. After 2 h, each well was
washed three times with warm PBS to remove non-internalized C. gattii
cells. Macrophages were lysed by the addition of cold 0.1 % Triton X-100
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ultrapure water solution and plated on YPD medium. YPD plates were
incubated at 30 °C for 48 h and CFU was determined. The virulence of
each C. gattii strain was determined in the T. molitor model of infection as
described previously by inoculating a total of 10° cells of each crypto-
coccal strain per larva and incubating at 37 °C (de Souza et al., 2015).

3. Results
3.1. HSPI12 expression is induced during mouse infection and heat shock

Previously published transcriptomic data from our group were
analyzed in order to select potential targets related to C. gattii virulence
(Ferrareze et al., 2017). In the published study of C. gattii R265 cells
recovered from murine bronchoalveolar lavage, we performed a
comparative analysis of the fragments per kilobase of exon per million
mapped fragments (FPKM) values of both HSP12 genes (HSP12.1 and
HSP12.2) with the housekeeping gene actin (ACT1). HSP12.1 and
HSP12.2 were the genes with the fourth and fifth highest FPKM values,
respectively, while actin was in the 252nd position, indicating the high
expression of the HSP12 genes and their potential importance for C. gattii
pathogenicity (Fig. 1A).

Considering the usual increase in the expression of Hsps after heat
shock exposure, a condition that could be found during infection, the
transcript levels of both HSP12 genes were evaluated in a time course of
10, 20, and 40 min following a temperature shift from 30 °C to 39 °C. As
expected, the expression of both C. gattii HSP12 genes increased
temporally after the heat shock stimulus (Fig. 1B). To evaluate if these
genes were necessary for survival of cryptococcal cells during heat
shock, null mutants were generated for each gene (hspl2.1A and
hsp12.2A), as well as double mutant (hsp12.1A/hsp12.2A), along with
restored complementation mutants for the HSP12.1 gene (hspl2.1A::
HSP12.1). Despite the induced transcription of both genes, the absence
of HSP12.1 (hspl2.1A strain), HSP12.2 (hspl12.2A strain) or both
(hsp12.1A/hsp12.2A strain) did not impair C. gattii cell viability after
heat shock (Fig. S2).

3.2. HSP12.1 deletion leads to higher sensitivity to the plasma membrane
and oxidative stressors SDS and hydrogen peroxide.

As orthologs of Hsp12 are associated with the survival of fungal cells
to several types of stress (Sales et al., 2000; Sheth et al., 2008), we
sought to determine the potential role of Hsp12.1 and Hsp12.2 proteins
in C. gattii stress survival, using a serial dilution spot plate assay under
different conditions. Compared to WT, the hsp12.1A and hspl2.1A/
hsp12.2A mutants showed a drastic growth reduction in the presence of

C
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HSP12.2 =3 S 10
¥ HSP122HS 28
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Fig. 1. HSP12.1 and HSP12.2 expression is increased during infection and after heat shock. (A) FPKM values from the RNA sequencing of C. gattii R265 cells
recovered from murine bronchoalveolar lavage 24 h post infection (Ferrareze et al., 2017). FPKM, fragments per kilobase per million. (B) Time-course expression
analysis of HSP12 genes after switching from 30 °C to a 39 °C heat shock (HS) condition for 10, 20, and 40 min. Data are presented as the mean + standard deviation
of three experimental replicates with three biological replicates. The asterisks denote statistically significant differences between the transcript levels of HSP12.1 or
HSP12.2 and the corresponding HS condition. Comparisons to WT were analyzed by unpaired t-test, where * P < 0.05, ** P < 0.01, and *** P < 0.001. (C) Fold
change in time-course gene expression of HSP12.1 or HSP12.2 in HS condition for 10, 20, and 40 min.
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the plasma membrane stressor SDS. In addition, a slight growth reduc-
tion was observed for the hsp12.1A mutant in the presence of hydrogen
peroxide. However, the hsp12.2A growth was comparable to that of the
wild type (WT) (Fig. 2 and Fig. S3). All strains grew equally in the
presence of osmotic stressors (sorbitol and sodium chloride), cell wall
stressors (Congo red and calcofluor white), and the antifungal drugs
amphotericin B and fluconazole, which target the plasma membrane
(Fig. 2). Collectively, these results suggest that Hsp12.1 may be involved
in plasma membrane homeostasis and oxidative metabolism.

37°C

30°C

WT

| hsp12.14
hsp12.2A
hsp12.1A/hsp12.2A

hsp12.1A::HSP12.1
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hsp12.2A
hsp12.1A/hsp12.24

hsp12.1A::HSP12.1

NaCl1.5 M
@ ‘Re WT

hsp12.1A

hsp12.2A
hsp12.1A/hsp12.2A

hsp12.1A::HSP12.1

. WT

hsp12.1A

hsp12.2A
hsp12.1A/hsp12.2A

hsp12.1A::HSP12.1

Congo red 5 mg/mL

WT

hsp12.1A

hsp12.2A
hsp12.1A/hsp12.2A

hsp12.1A::HSP12.1

Fig. 2. HSP12.1 disruption leads to higher susceptibility to plasma
membrane and oxidative stressors. Serial dilution assay was performed by
plating 3 pL of 10-fold serially diluted suspensions of each strain in YNB agar
supplemented with hydrogen peroxide, SDS, NaCl, sorbitol, Congo red, calco-
fluor white, amphotericin B, and fluconazole at the indicated concentrations.
YNB plates were incubated at 30 °C for 48 h.
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3.3. The absence of HSP12.1 affects the C. Gattii response to oxidative
stress

Due to the sensitivity of the hsp12.1A and hsp12.1A/hsp12.2A strains
to hydrogen peroxide, intracellular ROS was determined by flow
cytometry to evaluate if HSP12.1 absence impacts the redox status of
C. gattii cells. Both hsp12.1A and hsp12.1A/hsp12.2A strains showed an
accumulation of intracellular ROS compared to the WT and hsp12.2A
strains when incubated at 37° C (Fig. 3A) and 39 °C (Fig. 3B) and when
subjected to a temperature switch from 30 °C to 39 °C (Fig. 3C). Addi-
tionally, as melanin has a fundamental role in free-radical cell protection
(Casadevall et al., 2000), melanin secretion and cell melanization were
evaluated in the WT and mutant strains. However, no differences were
observed (Fig. S4).

To further investigate the strains’ behavior in response to oxidative
stress, we cultivated C. gattii WT and mutant cells in the presence of 3
mM of paraquat, a redox-cycling molecule that induces the production
of free radicals as superoxide (O3) (Halliwell and Gutteridge, 2015).
Unexpectedly, hspl2.1A and hspl2.1A/hsp12.2A were even more
resistant to paraquat compared to WT (Fig. 4).

Due to the paradoxical behavior of sensitivity to hydrogen peroxide
and tolerance for paraquat, the expression of oxidative stress response-
related genes was determined in the cells cultured under the same
conditions as the previous assay. Comprising the main response path-
ways to oxidative stress, the following genes were selected for analysis:
superoxide dismutase 1 and 2 (SOD1 and SOD2), which catalyze the
dismutation of the superoxide anion into hydrogen peroxide and mo-
lecular oxygen (Dias et al., 2006); catalase 1, 2, and 3 (CAT1, CAT2, and
CAT3), which catalyze the degradation of hydrogen peroxide into oxy-
gen and water (Giles et al., 2006); glutathione peroxidase 1 and 2 (GPX1
and GPX2), which contribute to the detoxification of hydrogen peroxide
and lipid hydroperoxides by the consumption of glutathione (Missall
et al., 2005); and peroxiredoxin Q (DOT5) and thiol-specific antioxidant
3 (TSA3), both of which act together in the oxidation of a thiol group to
detoxify reactive species (Upadhya et al., 2013).

In the absence of paraquat, no statistically significant difference in
the relative transcript levels of each gene could be found between the
strains (Fig. 5). Additionally, when cultivated in the presence of para-
quat, a complex pattern of regulation was found. It is worth noting that
the null strains that had a resistance phenotype to the drug also dis-
played higher expression of oxidative stress defense genes such as GPX1
and TSA3 when compared to WT and hspl2.2A (Fig. 5). In addition,
CAT2 and SODI1 were also upregulated in hspl12.1A/hsp12.2A and
hsp12.1A compared to WT and hspl2.2A (Fig. 5), which displayed a
phenotype comparable with that of the WT (Fig. 4). No significant dif-
ferences were found for the genes GPX2, SOD2, DOT5, and CAT3 (Fig. 5).

Taken together, these results suggest that Hsp12.1 may be involved
in the adaptation of cryptococcal cells to oxidate stress by the expression
modulation of genes that code ROS-metabolizing enzymes.

3.4. HSP12.1 knockout alters C. Gattii phagocytosis and virulence

As alveolar macrophages are the first-line defense against crypto-
coccal infection and expose such cells to a stress milieu (Esher et al.,
2018), the phagocytosis index of each strain was evaluated. INF-y- and
lipopolysaccharide (LPS)-activated J774A.1 macrophages displayed a
higher uptake of hsp12.1A cells compared to the WT and other mutant
cells (Fig. 6A). To evaluate the possible cause of phagocytosis index
alteration by HSP12.1 disruption, the capsule size was determined. The
capsule thickness of the hsp12.1A (16.28 um) and hsp12.1A/hspl12.2A
(15.63 pm) strains was slightly increased compared to the WT (12.62
um), hsp12.2A (12.99 pm), and hspl12.1A::HSP12.1 (13.53 um) strains
(Fig. S5), which would impact the association with phagocytes.

To confirm that HSP12 gene disruption alters C. gattii virulence as
suggested by the macrophage interaction assay, an invertebrate model
(Tenebrio molitor larvae) of cryptococcosis were used to access the
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virulence of WT and each mutant. The absence of HSP12.1 led a hypo-
virulent phenotype, as larvae infected with such mutants survived more
compared to other genotypes. However, the virulence of the hsp12.1A/
hsp12.2A double mutant was not altered (Fig. 6B), suggesting compen-
satory mechanisms associated with the absence of both Hspl2 coding
genes.

4. Discussion

Hsps are a family of proteins with highly diversified mechanisms of
action (Tiwari et al., 2015) that are extremely conserved from yeasts to

humans (Burnie et al., 2006). Despite the vast amount of data available
on Hsps, little is known about Hspl2 and its function in pathogenic
fungi. In the present work, we showed that the expression of HSP12.1
and HSP12.2 genes is induced after heat shock, which is consistent with
the behavior of HSP12 orthologs in S. cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, and C. albicans (Ahn et al., 2012; Fu et al., 2012; Praekelt and
Meacock, 1990). HSP12 expression is linked to the high osmolarity
glycerol (HOG)- mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway in
C. albicans (Fu et al., 2012; Sheth et al., 2008), while in C. neoformans,
the transcription of HSP12 genes was related to the cAMP, RAS, and
HOG signaling pathways (Bahn and Jung, 2013; Maeng et al., 2010). All
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Fig. 4. The hsp12.1A strain is resistant to paraquat. (A) Cell viability was analyzed by the ratio of the CFU of cells exposed to 3 mM of paraquat to the CFU in the

absence of the drug. Comparisons to WT were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett’s multiple comparison test. **** p < 0.0001

and *** p = 0.0001 (B) Spot assay was performed in YNB supplemented with 1 mM paraquat. The plate was incubated at 30 °C for 48 h and photographed.

these signaling pathways are activated by multiple environmental stress
conditions, such as heat shock stimulus and at the host site of infection
(Bahn and Jung, 2013; Pentland et al., 2018; Rourke et al., 2002).

The link between Hsp12 and viability after heat shock has already
been established in S. cerevisiae (Welker et al., 2010). In C. gattii, despite
its active transcription, heat shock did not affect the null mutant strain’s
viability. C. gattii HSP12.1 disruption led to sensitivity to the cell
membrane stressor SDS. The function of Hspl2 from S. cerevisiae and
C. albicans is linked to plasma membrane stabilization (Fu et al., 2012;
Herbert et al., 2012; Sales et al., 2000; Welker et al., 2010). Additionally,
the extensively studied S. cerevisiae Hsp12 is only active when associated
to the plasma membrane, where it gains its alpha helix structure in as-
sociation with long-chain fatty acid phospholipids (Herbert et al., 2012).
HSP12 deletion in those studies led to phenotypes similar to those seen
in C. gattii, suggesting that S. cerevisiae and C. albicans Hsp12.1 function
is conserved in C. gattii (Fu et al., 2012; Maeng et al., 2010; Singarapu
et al., 2011).

Higher sensitivity to hydrogen peroxide was also associated with a
higher intracellular levels of ROS accumulation in the null strains
hspl12.1A and hspl2.1A/hspl12.2A when compared to the WT and
hsp12.2A strains. This redox imbalance notwithstanding, the HSP12.1
null strains did not present any defect in melanin/melanization, which is
intimately linked with oxidative stress management (Dadachova et al.,
2007; Wang et al., 1995). Moreover, the hspl2.1A and hspl2.1A/
hsp12.2A strains were resistant to paraquat. Despite the paradoxical
character of resistance to the increased production of superoxide anions
associated with sensitivity to hydrogen peroxide, it is important to
emphasize that the response elicited during oxidative stress is specific to
each type of stressor (Delaunay et al., 2000).

The expression of genes with central roles in the oxidative stress
response was evaluated, and none of them presented any difference
between the mutant and WT strains in media without the addition of
oxidative stressors. When evaluated in the presence of paraquat, GPX1
and TSA3 were induced in the resistant strains hsp12.1A and hsp12.1A/
hsp12.2A. Both genes are related to the reduction of hydrogen peroxide
and other organic hydroperoxides (Halliwell and Gutteridge, 2015). In
C. neoformans, GPX1 was found to be repressed when cells were exposed
to hydrogen peroxide and induced in cells exposed to t-butylhydroper-
oxide and cumene hydroperoxide, two organic hydroperoxides, as well
as associated with a higher sensitivity to both stressors in a null strain
compared to WT (Missall et al., 2005). TSA3 was induced when
C. neoformans cells were exposed to hydrogen peroxide but a TSA3 null

strain did not lead to higher sensitivity to hydrogen peroxide or other
organic hydroperoxide stressors (Missall et al., 2004). Higher expression
of both TSA3 and GPX1 in C. gattii correlates directly with a proper
fitness in paraquat and may be related to the accumulation of ROS in the
hsp12.1A and hsp12.1A/hsp12.2A strains when compared with WT and
hsp12.2A.

Superoxide dismutase activity is responsible for detoxifying super-
oxide and producing hydrogen peroxide and molecular oxygen and is
important for Cryptococcus virulence (Cox et al., 2003). SOD1 gene
expression was induced only in the hsp12.1A/hsp12.2A strain, probably
due to ROS accumulation, and may be responsible for the virulence
rescue when compared to the hsp12.1A strain.

The catalase gene family of C. neoformans has already been charac-
terized. Null strains for each of the CAT genes did not display any
detectable phenotype and virulence alteration (Giles et al., 2006). The
upregulation of the CAT2 gene in the hspl2.1A strain may indicate a
different mechanism of dealing with stress when compared to the double
null mutant since both had a similar behavior phenotypically but
differed in the macrophage and infection assays.

Superoxide also had a protective function in S. cerevisiae when yeast
cells were exposed to hydrogen peroxide (Thorpe et al., 2013). This
phenomenon may be responsible for hsp12.1A and hspl12.1A/hsp12.2A
sensitivity to hydrogen peroxide and resistance to superoxide. As we
have observed, hspl12.1A and hspl12.1A/hsp12.2A intracellular ROS
accumulation may lead to higher metabolization of superoxide, causing
superoxide depletion in the cell. This way, hspl2.1A and hspl12.1A/
hsp12.2A can have poor outcomes when exposed to hydrogen peroxide
and a resistant phenotype in the presence of a superoxide production
inducer such as paraquat.

HSP12.1-disrupted cells displayed higher rates of phagocytosis
compared to WT and reconstituted cells; this is probably unrelated to
capsule thickness, as capsule size was mildly higher in hsp12.1A and
hsp12.1A/hsp12.2A when compared to the control strains. Pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs) are recognized by pattern
recognition receptors (PRRs) in macrophages. Structural alterations in
the cell surface can promote PAMPs’ “camouflage” (Campuzano and
Wormley, 2018; Erwig and Gow, 2016). As the S. cerevisiae HSP12 null
strain had altered morphology after exposure to stress conditions, our
first hypothesis is that alterations in the cell surface due to HSP12.1
disruption caused the cells to be more easily recognized by macrophages
(Welker et al., 2010). The HSP12.1 gene was also required to promote
cryptococcal virulence. Plasma membrane sensitivity and impaired
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redox balance are remarkable features of the hsp12.1A and hsp12.1A/ species is also a strategy used by T. molitor during infection (Vigneron
hsp12.2A strains. The decreased virulence of hsp12.1A might be linked etal., 2019). In contrast to these findings, the double mutant did not lose
to its abnormal phenotypes. T. molitor imnmune response, as well as those its virulence like the HSP12.1 null strain when compared to the WT
of more complex organisms, is dependent on PAMPs recognition and strain. The fact that hsp12.1A/hsp12.2A undergoes less phagocytosis by
phagocytic cells. The release of cytotoxic reactive oxygen and nitrogen macrophages compared to hspl2.1A may be pivotal for this virulence
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Fig. 6. HSP12.1 disruption impairs C. gattii phagocytosis susceptibility and virulence. (A) Cryptococcal cells opsonized with anti-GXM 18B7 antibody were
cultivated in an MOI of 10:1 in the presence of J774A.1 murine macrophages. After 2 h of interaction, macrophages were washed with PBS to remove non-
internalized C. gattii cells, lysed, and plated on YPD medium. Comparisons to WT were analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Dun-
nett’s multiple comparison test. ** p = 0.005 and *** p = 0.0003. (B) T. molitor larvae weighing between 100 and 200 mg were inoculated with the evaluated strains.
The larvae were incubated at 30 °C in Petri dishes and the number of dead larvae was recorded in intervals of 24 h over 10 days. The median number of survival days
was 4 (WT), 7.5 (hsp12.1A), 3.5 (hsp12.1A::HSP12.1), 4 (hsp12.2A), and 4 (hsp12.1A/hsp12.2A). Statistical differences were determined using a Mantel — Cox log-

rank test. WT-PBS, ** p = 0.0019, WT- hsp12.1A, ***p = 0.0005.

phenotype, possibly by compensatory effects driven by the absence of
both paralogs. However, this hypothesis remains to be elucidated.

Here, we characterized both HSP12 genes of C. gattii, showing that
HSP12.1 is linked to plasma membrane stabilization. HSP12.1 absence
leads to redox status impairment and a hypovirulent phenotype in an
invertebrate model of infection. HSP12.2 appears to have no function in
the conditions tested in our study, as the hsp12.2A null strain does not
show phenotypic alterations and the double deletion mutant reproduces
the HSP12.1-linked phenotype.
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