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Resumo

Klebsiella pneumoniae é considerada um dos patdgenos mais importantes causadores de
infeccBes entre individuos imunocomprometidos. Os problemas clinicos causados pelo bacilo
podem levar a graves complicacgdes, incluindo infec¢bes do trato urinario, septicemia, pneumonia e
morte. Apesar de estarem primariamente associadas as infeccdes oportunistas, existem linhagens de
K. pneumoniae hipervirulentas (hvKp) que possuem uma grande quantidade de fatores de viruléncia
que atuam estrategicamente as capacitando de se multiplicar, proteger do sistema imune do
hospedeiro e causar patogenias em hospedeiros sem imunocomprometimento. Os fatores de
transcricdo denominados receptores ativados por proliferadores de peroxissoma y (PPAR-y) tem
sido amplamente estudados por seu papel na imunoregulagdo e estabelecimento de infeccGes
bacterianas ja que esses receptores sdo expressos por uma grande quantidade de células do sistema
imune e apresentam um papel duplo promovendo a inibicdo de moléculas pré-inflamatorias e
auxiliando no clearence bacteriano, mas também desencadeando apoptose em diversas células do
sistema imune, diminuindo a migracdo e adesdo de neutrofilos. Portanto, nesse trabalho, tivemos
por objetivo avaliar o papel do PPAR-y na capacidade de colonizacdo de células epiteliais da
linhagem HEp-2 por trés isolados hipervirulentos de K. pneumoniae (HvKp) obtidos de um paciente
com bacteremia no Hospital Universitario de Brasilia. Caracterizamos os trés isolados como
geneticamente idénticos, multirresistentes, KPC e pertencentes ao clone ST11. Os isolados também
apresentaram producdo forte de biofilme em superficies abidticas bem como a capacidade de
sobreviver em sangue e em soro por 30 minutos. As células infectadas com os isolados
hipermucoides apresentaram expressdo de PPAR-y 24 ¢ 48 horas ap6s a infecgdo. Os isolados
mostraram-se capazes de sobreviver no interior de células Hep-2 3,6 e 24 horas apds a infecgéo.
Também apresentaram maior capacidade de sobrevivéncia nas células quando PPAR-y estava
presente do que quando este foi inibido por GW9662. Foi observado também que os isolados sdo
citotoxicos para as células diminuindo a viabilidade celular nos tempos de 3 e 6 horas apos a
infeccdo e recuperagdo da viabilidade 24 horas apos a infeccdo. Também, observou-se a producéao
de 6xido nitrico apds a infecgédo e constatou-se que esta ocorre mais acentuadamente 24 e 48 horas
pos-infeccdo e que ocorre um aumento na producdo de NO quando PPAR-y encontra-se inibido.

Dessa forma, os isolados mostraram-se resistentes aos efeitos microbicidas da célula.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae hipervirulentas, PPAR-y, sobrevivéncia em células

epiteliais



Abstract

Klebsiella pneumoniae is considered one of the most important pathogens causing infections
among immunocompromised individuals. Clinical problems caused by this bacillus can lead to
severe complications, including urinary tract infections, septicemia, pneumonia, and death.
Although they are primarily associated with opportunistic infections, there are hypervirulent K.
pneumoniae (hvKp) strains that have a large number of virulence factors that act strategically to
enable them to multiply, protect from the host's immune system and cause pathogenies in hosts
without immunocompromising. Transcription factors called peroxisome proliferator-activated
receptors (PPAR-y) have been extensively studied for their role in immunoregulation and
establishment of bacterial infections since these receptors are expressed by a large number of
immune system cells and have a double role promoting the inhibition of proinflammatory molecules
and assisting in bacterial clearence, but also triggering apoptosis in several cells of the immune
system, decreasing neutrophil migration and adhesion. Therefore, the objective of this study was to
evaluate the role of PPAR-y in the ability to colonize epithelial cells of the Hep-2 lineage by three
hypermucoid isolates of K. pneumoniae (HvKp) obtained from a patient with bacteremia at the
Hospital Universitario de Brasilia. In this work, we characterize the three isolates as genetically
identical, multiresistant, KPC and belonging to clone ST11. The isolates also showed strong biofilm
production on abiotic surfaces as well as the ability to survive in blood and serum for 30 minutes.
Cells infected with the hypermucoid isolates showed PPAR-y expression 24 and 48 hours post-
infection. Isolates were able to survive within HEp-2 cells 3,6 and 24 hours post-infection. They
also showed greater survival ability in the cells when PPAR-y was present than when it was
inhibited by GW9662. It was also observed that the isolates are cytotoxic to the cells reducing cell
viability 3 and 6 hours post infection and viability recovery 24 hours post infection. The production
of nitric oxide after infection has also been verified and it has been observed that this occurs more
markedly 24 and 48 hours post infection and that an increase in NO production occurs when PPAR-

v is inhibited. Thus, the isolates were resistant to the microbicidal effects of the cell.

Key words: hypervirulent Klebsiella pneumoniae, PPAR-y, survival in epithelial cells
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l. Introducéo

Klebsiella pneumoniae é considerada um dos patdgenos mais importantes causadores de
infeccdes entre individuos imunocomprometidos. Estima-se que K. pneumoniae encontra-se no
grupo dos oito patdgenos infecciosos mais importantes encontrados em hospitais. Os problemas
clinicos causados pelo bacilo podem levar a graves complicac@es, incluindo infeccGes do trato
urinario, septicemia, pneumonia e morte (Huang et al., 2009).

A principal complicacdo associada as infec¢fes oportunistas causadas por K. pneumoniae é
a resisténcia e multirresisténcia a antimicrobianos. Devido a alta plasticidade de seu genoma, as
linhagens bacterianas podem, inclusive, substituir a microbiota do hospedeiro por meio da aquisicéo
de mecanismos de resisténcia. Sendo assim, a resisténcia é um fator chave para o desenvolvimento
de infeccBes, podendo ser considerada um fator de viruléncia em ambientes especificos, os quais
podem ser colonizados pelas bactérias resistentes aos antibioticos (Beceiro et al., 2013).

Apesar de estarem primariamente associadas as infeccdes oportunistas, existem linhagens de
K. pneumoniae multirresistentes que apresentam fatores de viruléncia que as capacitam causar
patogenias graves de notavel morbidade e elevado potencial de mortalidade (Shon et al., 2013). A
associacdo da viruléncia a multirresisténcia torna a bactéria ainda mais perigosa devido a restrita
opcao para tratamento (Patel et al., 2014). Linhagens de K. pneumoniae podem ainda apresentar
hiperviruléncia, um fen6tipo associada a producdo de uma capsula hipermucoide (Liu et al., 1991)
que as habilitam causar patogenias em hospedeiros saudaveis, ou seja, sem imunocomprometimento.

Durante a infecgéo, a capsula protege a bactéria do sistema imune do hospedeiro impedindo
a fagocitose por células do sistema imune, a ativacdo da resposta imune e impossibilitanto a lise
pelo sistema complemento e a acdo de peptideos antimicrobianos, sendo dessa forma, um fator de
viruléncia importante para o estabelecimento de uma patogenia (Domenico et al., 1994). Desta
forma, estas bactérias apresentam capacidade metastatica de disseminacao no hospedeiro.

Para que K. pneumoniae cause uma infeccdo, é fundamental que o patdgeno seja capaz de
passar por uma serie de mecanismos de defesas imunes humorais e celulares do hospedeiro (Zhang
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et al., 2000) . Estudos in vitro e in vivo tentam elucidar como o sistema imune se comporta durante
uma infeccdo e como este patdgeno se evade e protege das defesas do hospedeiro. Contudo, esses
mecanismos variam a depender da linhagem bacteriana e dos fatores de viruléncia expressos pela
bactéria (Xiong et al., 2015).

Indubitavelmente, numerosos fatores bacterianos adicionais, a serem ainda descritos, devem
ser criticos a patogénese da infecgdo. Ainda ndo estdo esclarecidas quais as caracteristicas de K.
pneumoniae hipervirulentas que as capacitam de disseminagdo metastatica. Apesar da colonizacao
de células epiteliais ser considerada um pré-requisito para a doenca, a porta de entrada para a
infeccdo e o0s mecanismos pelos quais ela ocorre ainda sdo desconhecidos. Além disto, a
sobrevivéncia associada a imunoevasdo no interior do hospedeiro € pobremente caracterizada na
literatura, especialmente no &mbito da modula¢do do metabolismo lipidico do hospedeiro.

A familia dos fatores de transcricdo denominados receptores ativados por proliferadores de
peroxissoma (PPARs) tem sido estudado devido ao seu papel importante como chave na regulacéo
da diferenciacdo de adipécitos e na homeostase do metabolismo de lipideos e da glicose. Mais
recentemente, seu papel na imunoregulagdo tem sido bastante estudado ja que esses receptores sao
expressos por uma grande quantidade de células do sistema imune como mondcitos, macréfagos,
linfocitos B e T, células NK, células dendriticas, neutréfilos, eosinofilos entre outras (Almeida et
al.,2012) (Clark et al., 2002).

Devido a sua atuagdo na imunorregulacéo e diferenciacdo celular, o PPAR-y apresenta um
papel importante no estabelecimento de infec¢des metastaticas. Assim, este estudo visa esclarecer o

papel do PPAR-y na colonizagio de células epiteliais por HVKP.

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella € um género pertencente a familia Enterobacteriaceae que compreende bacilos
Gram-negativos, anaerobios facultativos, imdveis e produtores de capsula mucdide. Esse género

abriga quatro espécies: Klebsiella oxytoca, Klebsiella terrigena, Klebsiella planticola e Klebsiella
18



pneumoniae (Li et al., 2004) sendo, a Gltima, um patégeno oportunista capaz de causar problemas
clinicos que podem levar a graves complicagdes, principalmente em individuos
imunocomprometidos (Amraie et al., 2014).

A maioria das infec¢des causadas por esse patdgeno se da em ambientes nosocomiais e sao
causados pela cepa classica de K. pneumoniae (cKp). As principais sindromes causadas por esse
patdégeno sdo pneumonia, infec¢Bes do trato urinario (ITUs), infecgdes abdominais, infeccGes em
dispositivos intra-vasculares, infecgdes em sitios cirurgicos e bacteremia (Pomakova et al., 2012).

Inicialmente, as cKp eram responsaveis por inimeros casos de pneumonias adquiridas na
comunidade, principalmente em pacientes alcolatras. Esse fendbmeno ainda € muito observado em
locais da Africa e da Asia, mas nos outros continentes tornou-se algo incomum (Ko et al., 2002).

A aquisicdo de multirresisténcia por cKp principalmente devido a aquisicdo de beta-
lactamases de espectro estendido (BLSEs) e carbapenamases tem sido um dos motivos pelos quais
esses patdgenos se tornaram bem sucedidos em ambientes hospitalares. Cepas multirresistentes
(cKp-MDR) tem causado uma grande quantidade de surtos hospitalares em unidades de terapia
intensiva (UTIs) e maternidades (Moellering et al., 2010) (Pomakova et al., 2012).

Contudo, uma nova variante de K. pneumoniae tem surgido nas ultimas décadas, uma

variante hipervirulenta (hvKp) diferente em alguns aspectos da cKp (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas de cepas de Klebsiella pneumoniae classicas e hipervirulentas. Fonte:

Adaptado de Paczosa et al (2016).

Caracteristicas por tipo de cepa

Parametroz Classica Hipervirulenta
Tipos de infecc3o Fneumaonia, ITU, Abcesso no figado, pulmao, pescoco e
mais comuns bacteremia rim, bacteremia, pneumonia, celulite,

miosite, meningite, endoftalmias

Populacio suscetivel Imunoccomprometidos Cizbéticos, pessoas saudaveis
Tipos de capsula Capsula sorotipos K1-K78 Hipercapsula sorotipo K1e K2
Concentragdo Todo o mundo Principalmente Taiwan e sudeste
geografica da Asia

Tipo de infeccdo Hospitalar

Adquirida na comunidade

Resisténcia

L . Frequente MN3ofrequente
antimicrobiana
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Klebsiella pneumoniae hipervirulentas

A variante de K. pneumoniae denominada HvKp (Hyper Virulent K. pneumoniae) devido a
alta producao de mucopolissacarideo foi primeiramente descrita em meados de 1980 em Taiwan em
casos de abcessos hepaticos adquiridos na comunidade por pacientes que ndo apresentavam nenhum
imunocomprometimento. Além dos abcessos hepaticos, esses pacientes ainda apresentavam outras
patologias concomitantes, como meningites e endoftalmias (Liu et al., 1986), (Chiu et al., 1988). Ap0s
o primeiro relato de infeccdo causada por hvKp, outros casos foram observados na Asia, Europa e
América embora a disseminacdo endémica dessa variante tenha ocorrido principalmente em paises
da Asia como Taiwan, China, Coreia do Sul e Iran. A quantidade de doencas associadas a essa
variante hipervirulenta nesses paises continua a aumentar (Lee et al., 2017). Em outros paises, a
prevaléncia de hvKp é baixa, sendo relatados casos em certas regifes, mas sem a ocorréncia de
surtos, havendo ainda regiGes em que ndo se tem relatos de infecgdes causadas por hvKp (Figura 1).
No Brasil a porcentagem de isolados clinicos com esse fenotipo foi de 6,7% (Pereira et al., 2015).
Uma porcentagem baixa quando comparada com a alta frequéncia de mais de 90% de hvKp

encontradas na Asia (Lee et al., 2017).

1“

15 13

I Disseminagdo endémica de hvKp
I Disseminagdo esporddica de hvKp
[ Registros de hvKp

[1 Sem registros de hvKp
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Figura 1. Epidemiologia da distribuicdo de hvKp pelo mundo. Disseminagdo endémica séo as
regides em que existem casos de multiplos surtos de hvKp. Disseminacdo esporédica trata-se de
locais em que casos foram relatados, mas que n&o houveram surtos. Nos outros locais houve
registros raros de casos e outros locais ndo apresentaram nenhum registro de hvKp. Fonte:

Adaptado de Lee et al (2017).

O fendtipo de hipermuscoviscosidade além de aumentar a producdo desse muco
polissacaridico também aumenta a producdo de biofilme e aumenta a resisténcia a atividade
bactericida promovida pelo soro quando comparadas as linhagens classicas de K. pneumoniae (Shan
et al., 2017). O fenotipo pode ser identificado pelo “string test”. Este teste € positivo quando uma
“string” maior que Smm ¢ formada quando uma alca de inoculagdo toca uma coldnia de K.
pneumoniae cultivada em agar sangue (Fang et al., 2004). Além desse teste, existem outras
caracteristicas apresentadas por essas variantes que diferem das linhagens classicas, como a
habilidade de causar graves patologias em pacientes ambulatoriais mas também em individuos
saudaveis e capacidade de causar infeccdes em sitios ndo usuais, como meninges e olhos causando
patologias como meningites e oftalmias, o que indica a capacidade metastatica dessa variante. Essas
caracteristicas reunidas permitem diferenciar uma variante hvKp de uma K. pneumoniae classica.

Para que sejam capazes de causar patologias em individuos imunocompetentes, linhagens
hvKp possuem uma grande quantidade de fatores de viruléncia que atuam estrategicamente as
capacitando de se multiplicar e se proteger do sistema imune do hospedeiro. Dentre esses fatores
estdo producdo de cépsula, lipopolissacarideos, sideroforos e fimbrias. Varios outros fatores de
viruléncia foram descobertos recentemente, contudo, seus papéis na patogénese da infecgcdo ainda
ndo se encontram completamente elucidados. Entre esses fatores temos OMPs (proteinas de
membrana externa), porinas, bombas de efluxo, sistemas de transporte de ferro e genes envolvidos

no metabolismo de alantoina (Paczosa et al., 2016).
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Klebsiella pneumoniae e resisténcia a antimicrobianos

A emergéncia de K. pneumoniae multirresistentes (MDR) tem se apresentado como um
grave problema no manejo e tratamento de infecgBes causadas por essas bactérias. O carreamento
de resisténcia por meio de plasmideos facilmente transferiveis de uma bactéria para outra tem
permitido a disseminacao de resisténcia entre as cepas.

Existem trés mecanismos principais pelos quais as bactérias podem se tornar resistentes a
antibidticos e, esses mecanismos podem ainda ocorrer simultaneamente um com o outro. Séo eles: a
diminuicdo na absorcdo dessas drogas (Pages et al., 2008), modificacdo dos alvos dos antibioticos
(Sander et al., 2002) e inativacao do antibiotico (Paterson et al., 2005).

A bactéria pode promover a diminuicdo na absorcdo do antibi6tico por dois mecanismos
principais, reduzindo a absorcéo da droga ou promovendo a expulsdo da droga do interior da célula
ou mesmo utilizando esses dois mecanismos simultaneamente. De forma geral, os antibidticos
devem penetrar pela membrana externa para atingirem seus alvos no interior da célula bacteriana.
Antibioticos hidrofébicos costumam passar pela membrana enguanto antibidticos hidrofilicos
atravessam a membrana por meio de porinas. Por vezes, a membrana pode ser alterada por meio da
modificacdo de alguns aminoacidos e dessa forma se tornar uma barreira de permeabilidade para 0s
antibidticos (Delcour et al., 2009). A presenca de bombas de efluxo também podem funcionar
simultaneamente com a modificacdo de porinas ja que sdo mecanismos capazes de expulsar as
drogas do interior das células bacterianas (Poole et al., 2005).

As bactérias também sdo capazes de modificar estruturas alvo dos antibioticos de forma a
escaparem dos efeitos destes (Wright et al., 2011). Existem varios alvos que podem ser modificados,
como a subunidade 50S do ribossomo, metilagdo de genes que impedem a acdo dos antibioticos e
modificacdo do Lipideo A do LPS (Sander et al., 2002). Além destes mecanismos, existe ainda a
resisténcia causada pela inativacdo do antibiotico. Essa resisténcia é devida principalmente a

enzimas expressas pelas bactérias que sdo capazes de inativar o antibiético (Paterson et al., 2005).
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Existem dois mecanismos de resisténcia mais comumente descritos em K. pneumoniae. Um
é a expressao de BLSEs que confere resisténcia as cefalosporinas e aos monobactamicos. O outro
mecanismo é a expressdo de carbapenamases que conferem resisténcia a praticamente todos 0s
antibioticos beta-lactamicos disponiveis incluindo os antibioticos carbapenémicos (Paczosa et al.,
2016). A expressdo de carbapenamases é ainda mais preocupante visto que os carbapenémicos séo a
altima linha de antibioticos efetivos para o tratamento de infec¢des causadas por K. pneumoniae
MDRs (Tzouvelekis et al., 2012).

O primeiro relato de uma bactéria Gram-negativa produzindo beta-lactamase ocorreu em
1965 em um isolado de Escherichia coli. Esta beta-lactamase foi denominada TEM-1 devido ao
nome da paciente em que a bactéria foi isolada, Temoniera (Datta et al., 1965). A beta-lactamase é
uma enzima capaz de hidrolizar o quarto atomo do anel beta-lactdmico, uma estrutura comum a
todos os antibidticos dessa classe, tornando o antibidtico inerte e tornando as bactérias portadoras
dessa enzima imunes aos efeitos desses antimicrobianos (Medeiros et al., 1997). Dessa forma, as
beta-lactamases tornaram-se o principal mecanismo de resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos
(Davies et al., 1994).

Um pouco mais tarde, em 1982 uma outra beta-lactamase foi isolada, dessa vez de K.
pneumoniae. Devido a suas cadeias de aminoacido essa beta-lactamase ficou conhecida como
variante sulfidrila 1 (SHV-1). As duas enzimas, TEM-1 e SHV-1 evoluiram e sofreram
modificacOes em sua cadeia de aminoacidos de forma a serem descritas 178 variantes de TEM-1 e
137 de SHV-1 (Jacoby et al., 2011). Devido ao amplo espectro de atividade dessas enzimas contra
0s antibidticos beta-lactdmicos, elas foram nomeadas como BLSEs. Desde entdo, mais de 100 tipos
de BLSEs ja foram descritas (Bradford et al., 2001). CTX-M (resistente a cefotaxime) foi uma das
ultimas beta-lactamases a surgir e ja possui 112 variantes identificadas (Jacoby et al., 2011). Essas
BLSEs sdo classificadas segundo sua estrutura na classificagdo de Ambler como classe A, B, C ou
D. Nas classes A, C e D as enzimas utilizam serina para a hidrolise do anel beta-lactamico. Na

classe B as enzimas utilizam ions divalentes metalicos para realizar essa hidrolise (Bush et al.,
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2010). Na classe A (penicilinases) estdo enzimas TEMs, SHVs, CTX-Ms e KPCs. A classe B inclui
as metalo beta-lactamases MBLs, VIMs (Verona integron encoded metallo-beta-lactamases) e
imipenases. Na classe C estdo as cefalosporinases AmpCs e na classe D estéo as varias oxacilinases
OXA:s. As carbapenamases sdo, em geral, membros das classes A, B e D (Queenan et al., 2007).

Os antibioticos carbapenémicos séo antibioticos em que o &tomo de enxofre da estrutura do
nucleo da penicilina foi substituido por um &tomo de carbono. Essa substituicdo foi suficiente para
que as antigas beta-lactamases fossem ineficazes nesses antibioticos (Birnbaum et al., 1995)

O primeiro caso de K. pneumoniae expressando carbapenamase foi registrado em 1996 na
Carolina do Norte. Esta carbapenamase foi chamada de KPC (Yigit et al., 2001) e foi
periodicamente registrada nos trés anos seguintes. Contudo, na Ultima década, cepas de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos tem sido descritas por todo o mundo e estima-se que
mais de 33% dos isolados de K. pneumoniae encontrados em centros hospitalares apresentam essa
resisténcia (Landman et al., 2007). Existem 22 variantes dessa enzima e por serem carreadas por
plasmideos passiveis de serem transferidos, essa enzima, originalmente descrita em K. pneumoniae,
ja foi transferida para diversas outras bactérias como E. coli, Enterobacter, Citrobacter, Proteus etc
(Pitout et al., 2008). Além disso, outras carbapenamases como MBL, NDM-1, IMP, e VIM ja foram
encontradas em linhagens de K. pneumoniae. Todas essas carbapenamases ja foram descritas em
outras espécies bactérianas o que contribui ainda mais para a disseminacdo de resisténcia aos
carbapenémicos por todo o mundo (Pitout et al., 2015).

Uma das hipdteses existentes para a disseminacao de resisténcia é de que a transferéncia
horizontal de plasmideos carreando resisténcia entre E. coli e K. pneumoniae residentes do trato
gastrointestinal seja uma das formas de disseminacdo (Goren et al., 2010). Essa forma de
transferéncia torna-se preocupante visto que o trato gastrointestinal de pacientes hospitalizados é
frequentemente colonizado por K. pneumoniae e, dessa forma, torna-se um reservatorio de possiveis

infeccdes em ambientes hospitalares visto que a aquisicdo desses plasmideos por bactérias da
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microbiota comensal pode facilitar a posterior transferéncia para linhagens causadoras de infecgdes
extra-intestinais.

A prevaléncia de resisténcia antimicrobiana em variantes hvKp é consideravelmente menor
quando comparadas com cepas cKp (Lee et al., 2016). Ainda ndo se tem claro o motivo, mas sabe-
se que isolados hvKp resistentes tem sido descritos com cada uma frequéncia cada vez maior por
todo o mundo, principalmente em paises com uma disseminacdo epidémica de hvKp (Lee at al.,
2017).

O surgimento de hvKp resistentes, principalmente as resistentes a antibidticos
carbapenémicos tem sido motivo de grande preocupacédo ja que 0 manejo e tratamento de infeccGes
causadas por hvKp resistentes € ainda mais dificil e por esse motivo as taxas de mortalidade e
morbidade em pacientes com essas infec¢des séo bastante altas (Lee at al., 2017).

Com o estabelecimento das tecnologias de sequenciamento rapido de genomas completos
tem sido possivel a comparacdo de genomas individuais de isolados bacterianos e com as analises
de bioinformética tem sido possivel identificar reguladores que controlam a expressao de genes
relacionados a resisténcia antimicrobiana. Com essas ferramentas tem sido possivel compreender

ainda mais os processos relacionados a resisténcia antimicrobiana (Clegg et al., 2016 ).

Fatores de viruléncia
Cépsula

A capsula é constituida de uma matriz polissacaridica que envolve a bactéria. E necessaria
para a viruléncia de K. pneumoniae e, por isso, € o fator de viruléncia mais estudado (Podschun et
al., 1998) (Lawlor et al., 2006). Infecgdes em modelos animais com K. pneumoniae sem capsula
mostram que essas variantes sdo menos eficientes em causar pneumonia e em disseminar a infeccéo
sistemicamente, ndo séo capazes de crescer nos pulmdes ou na traqueia e séo incapazes de causar a
morte do hospedeiro mesmo quando inoculados em grandes quantidades nos animais (Lawlor et al.,

2005).
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As variantes hvKp produzem uma hipercapsula que ¢ um exopolissacarideo mucoviscoso
que reveste a bactéria mais robustamente do que a cépsula normal. Essa hipercépsula também
contribui significativamente para a patogenicidade de hvKp (Yeh et al., 2007). Tanto a capsula
tradicional quanto a hipercapsula sdo formadas por polissacarideos capsulares denominados
antigenos K. Esses antigenos permitem classificar as cepas de K. pneumoniae em sorotipos.
Existem 78 sorotipos indo de K1 até K78 sendo as linhagens pertencentes aos sorotipos K1 e K2
consideradas mais virulentas do que as pertencentes a outros sorotipos (Lin et al., 2010). Em hvKp
a producdo de hipercapsula pode ocorrer por diversos mecanismos como pela expressdo de dois
reguladores transcricionais localizados em plasmideos denominados rmpA e rmpA2 (regulator of
mucoid phenotype A). Também deve-se a expressdo da cOpia desse mesmo gene localizada no
cromossomo ou ainda pela regulagdo dos capsule synthesis A and B genes (rcsA e rcsB). A
producdo de hipercapsula também pode ser desencadeada pela expressdéo do chromossomal
mucoviscosity-associated gene A (magA). Existe ainda a possibilidade do aumento da producédo de
capsula pelos genes mencionados acima em resposta a uma alteracdo ambiental como mudanca na

quantidade de glicose ou ferro disponiveis no ambiente (Paczosa et al., 2016) (Ko et al., 2002).

Lipopolissacarideos - LPS

LPS também conhecido como endotoxina é um constituinte da parede celular de todas as
bactérias Gram-negativas. E formado pelo antigeno O, um ntcleo de oligossacarideo e o Lipideo A.
Existem 9 tipos de antigeno O sendo 0 O1 o mais comum (Hansen et al., 1999). O LPS apresenta
um papel duplo j& que € capaz de proteger a bactéria de defessas humorais do hospedeiro, mas
também é um forte ativador do sistema imune. Varios estudos indicam que o LPS possui um papel
muito importante tanto na infec¢do por cepas classicas de K. pneumoniae quanto por linhagens
hipervirulentas (Cortés et al., 2002). Ja se tem descrito que o antigeno O que compde o0 LPS possui
um papel de interferir na fagocitose por neutrofilos e macrofagos e interferir na producdo de

citocinas. Em estudos com modelos animais, verificou-se que infecgdes causadas por K.
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penumoniae que ndo possuiam o antigeno O na molécula de LPS provocavam uma menor taxa de
mortalidade nos animais infectados, falhavam em produzir uma infeccdo invasiva e o clearence
bacteriano pelo sistema hospedeiro era mais rapido quando comparado com as bactérias com o

antigeno O. (Lugo et al., 2007).

Fimbrias do Tipo 1 e Tipo 3

Fimbrias sdo fatores de viruléncia de K. pneumoniae fundamentais para sua adesdo nos
tecidos do hospedeiro e as superficies abidticas. Dentre os fatores de viruléncia descritos com
funcdo de adesdo como a fimbria KPF-28, o fator CF29K e um material similar ao da capsula, as
fimbrias do Tipo 1 e 3 sdo considerados os que tem maior poder de adeséo (Favre-Bonte et al., 1995)
(Darfeuille-Michaud et al., 1992) (Di Martino et al., 1996).

A fimbria do Tipo 1 é uma estrutura fina, com protusdes filiformes dispersas por toda a
superficie bacteriana. E uma estrutura encontrada em praticamente todos os membros da familia das
Enterobacteriaceae. Em K. pneumoniae é um fator encontrado em praticamente 90% de todos 0s
isolados tanto hospitalares quanto ambientais (Stahlhut et al., 2009) (Klemm et al., 2000). A
fimbria do tipo 1 é composta por duas porcbes, uma por¢do adesiva menor denominada FimH e
uma porcdo maior denominada FimA (Struve et al., 2008). K. pneumoniae utilizam as
caracteristicas do sitio em que estdo para modular a expressdo de fimbrias do tipo 1. Por exemplo,
essas fimbrias sdo expressas quando a bactéria se encontra no trato urinario onde desempenham um
papel no desenvolvimento de ITUs contribuindo para a invaséo da bexiga e formacédo de biofilme,
mas ndo Sao expressas no trato gastro intestinal nem nos pulmdes sendo consideradas
desnecessarias para a colonizacéo desses dois outros sitios. Um estudo de pneumonia em modelo
animal causada por K. pneumoniae mostrou que linhagens que nao possuiam fimbria do tipo 1 ndo
SO eram capazes de colonizar os pulmdes como também conseguiam se disseminar para outros sitios

(Struve et al., 2008) (Rosen et al., 2008) (Struve et al., 2009).
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As fimbrias do tipo 3 séo constituidas por duas por¢6es também, uma por¢do adesiva menor
denominada MrkD e uma por¢do maior denominada MrkA (Chan et al., 2012). Essas fimbrias
também se mostram desnecessarias na colonizagdo do trato gastro-intestinal e na viruléncia de
infecgdes nos pulmdes e também parecem ndo contribuir para ITUs. (Struve et al., 2009).

A importancia clinica principal das fimbrias esta no seu papel fundamental de adesdo em
superficies abidticas e formacdo de biofilme. A capacidade de adesdo em superficies abioticas pode
ser de grande relevancia quando consideramos a possibilidade de essas superficies serem
dispositivos hospitalares como cateteres, tubos endotraqueais, equipamentos para ventilagédo de
pacientes etc. (Struve et al., 2008) e (Struve et al., 2009).

Fimbrias do tipo 3 promovem a colonizacéo de tubos endotraqueais e o estabelecimento de
infeccdo pulmonar por K. pneumoniae por duas etapas, primeiramente MrkA se liga a superficie
plastica do tubo e depois MrkD promove a ligacdo a superficies cobertas por matriz derivada de
colageno ou a células brénquicas (Jagnow et al., 2003). Mecanismos semelhantes podem ocorrer

em outros dispositivos e equipamentos hospitalares.

Siderdéforos

A habilidade de adquirir ferro é essencial para o crescimento e replicacdo de K. pneumoniae
e tem um papel crucial no estabelecimento de uma infeccdo. Este é um recurso escasso €, por isso,
deve ser adquirido pela bactéria no sitio de infeccdo em que esta se encontra. Contudo, o ferro ndo
se encontra livremente disponivel no hospedeiro, a maior parte esta ligada a transportadores de ferro
como as transferrinas. Alem disto,0 hospedeiro ainda é capaz de reduzir ainda mais os niveis de
ferro disponiveis mediante uma infec¢do promovendo a ligagédo de ferro a lactoferrina (Bullen et al.,
1972) e (Miethke et al., 2007). Dessa forma, as bactérias devem utilizar estratégias para conseguir
esse ferro necessario para seu crescimento e propagacao da infeccgéo.

A principal estratégia usada para a aquisicao de ferro é a secrecdo de sideroforos que sao

moléculas com maior afinidade pelo ferro do que as proteinas do hospedeiro e que ,dessa forma, séo
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capazes de sequestrar o ferro quelado nessas proteinas (Miethke et al., 2007). K. pneumoniae é
capaz de expressar varios sider6foros como enterobactina, yersiniabactina, salmoquelina e
aerobactina. Cada um deles contribuindo para a viruléncia da bactéria (Figura 2).

Enterobactina é o sider6foro com maior afinidade pelo ferro e estd presente quase que
unanimamente em todas as cepas de K. pneumoniae sejam elas classicas ou hvKp (Tarkkanen et al.,
1992) (El Fertas-Aissani et al., 2013). Esse siderdforo possui seu transportador na membrana da
bactéria para entrada do ferro sequestrado chamada FepA (Hsieh et al., 2008). A expressdo de
enterobactina é aumentada quando ocorre a infec¢do, contudo sua acdo é neutralizada por uma
molécula produzida pelo hospedeiro chamada Lipocalina-2 (Lawlor et al., 2007).

Lipocalina-2 é uma proteina produzida por uma variedade de células incluindo neutrofilos e
que possui propriedades antimicrobianas. Contudo, seu mecanismo de acdo é impedir a acdo da
enterobactina impedindo assim a aquisicdo de ferro pela bactéria por meio desse sideréforo
(Colwland et al., 1997) (Goetz et al., 2002). Lipocalina-2 também desempenha uma funcdo pro-
inflamatoria visto que estimula o recrutamento de neutrofilos por meio da producdo de IL-8
(Bachman et al., 2009).

Outro sider6foro denominado Yersiniabactina foi descoberto em uma ilha de patogenicidade
presente em Yersinia mas ja foi descrito em diversos outros organismos incluindo K. pneumoniae .
O siderdforo possui como transportador uma estrutura formada pela proteina YbyQ (Bach et al.,
2000). Yersiniabactina tem sido observado em cerca de 90% dos isolados hvKp e em menos de 20%
dos isolados de K. pneumoniae classicas (Weiser et al., 2011). Estudos sugerem que possivelmente
este sideréforo possa desempenhar um papel nas infecgdes causadas pela variante hvKp (Russo et
al., 2015). Esse sideroforo € expresso principalmente em infeccdes pulmonares e por ter uma
estrutura diferente da enterobactina, sua a¢do néo é inibida pela Lipocalina-2, contudo, essa inibi¢cao
ocorre na presenca de transferrina (Lawlor et al., 2007) e (Bachman et al., 2009).

Salmoquelina é uma forma glicosilada da enterobactina (Fischbach et al., 2005) e o

transportador do ferro adquirido para o interior da bactéria € o IroN. Essa forma, diferenciada em
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relacdo a enterobactina, também impede a agdo da Lipocalina-2 sobre esse sider6foro. A presenca
deste sideroforo esta relacionada a infeccGes na orofaringe e sua presenca em isolados de hvKp
relacionada a abcessos hepaticos é de mais de 90% (Hsieh et al., 2008) e (El Fertas-Aissani et al.,
2013).

Aerobactina ¢ um sider6foro com prevaléncia de quase 100% em hvKp e baixissima
prevaléncia em linhagens cléssicas (El Fertas-Aissani et al., 2013). A producdo de aerobactina esta
sempre associada com a producdo de hipercdpsula embora nem todas as cepas com hipercapsula
possuam esse sideréforo (Bachman et al., 2009). Estudos em modelos animais de pneumonia e
infeccGes subcutdneas mostram que esse siderdforo € essencial para o sucesso das infeccdes

causadas por hvKp (Russo et al., 2015).
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Figura 2. Siderdforos descritos em Klebsiella pneumoniae. Fonte: Adptada de Paczosa et al (2016).
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Bombas de efluxo

K. pneumoniae expressa a bomba de efluxo AcrAB que promove a expulsdo néo apenas de
antibidticos como quinolonas e beta-lactamicos como também a de agentes antimicrobianos
produzidos pelo hospedeiro. Essa bomba de efluxo também é um mecanismo importante para a
resisténcia aos mecanismos de defesa imune inata do hospedeiro. Estudos mostram que mutantes
bacterianos sem essa bomba de efluxo sdo mais suscetiveis a acdo de peptideos antimicrobianos
como HBD-1 e HBD-2. A inativacdo dessa bomba ndo apenas confere suscetibilidade a vérios
antibioticos como também confere a diminuicdo da capacidade de causar pneumonia em modelos
animais (Padilla et al., 2010)(Lee et al., 2014).

A expressao de outra bomba de efluxo em K. pneumoniae denominada EefABC néo confere
resisténcia a antibioticos mas confere tolerancia ao 4cido in vitro e uma alta capacidade competitiva

no trato gastro intestinal do hospedeiro (Coudeyras et al., 2008) (Lee et al., 2014).

Porinas

K. pneumoniae expressa duas porinas principais OmpK35 e OmpK36 por meio das quais
moléculas hidrofilicas sdo capazes de entrar para o interior da bactéria (Tsai et al. 2011). Existem
ainda porinas alternativas como KpnO (Garcia-Sureda et al., 2011) e OmpK26 (Srinivasan et al.,
2012). A perda de OmpK36, KpnO ou OmpK26 leva a um aumento da resisténcia a cefalosporinas
e carbapenémicos e reduz a viruléncia de infecgdes sisttmicas em modelos animais. A perda de
OmpK35 ndo leva a nenhuma alteragdo na resisténcia a antibidticas ou na viruléncia da bactéria
(March et al., 2013) (Tsai et al. 2011) (Garcia-Sureda et al., 2011). A perda de OmpK36 leva a uma
mudanca estrutural que promove uma suscetibilidade maior a fagocitose diminuindo assim a

viruléncia bacteriana (Tsai et al. 2011).

Metabolismo de alantoina
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O metabolismo de alantoina é uma forma pela qual a bactéria pode obter nitrogénio e
carbono do ambiente (Vogels et al., 1976). Um operon contendo genes relacionados ao
metabolismo de alantoina encontra-se fortemente associando com hvKp visto que nessa variante sua
expressdo se encontra aumentada quando comparada com linhagens cléssicas e possui um papel
importante em abcessos hepéticos (Chou et al., 2004). A utilizacdo deste operon por hvKp muito
provavelmente aumenta a viruléncia in vivo dessas variantes como mostra um estudo de modelo de

infeccdo intragéstrica (Chou et al., 2004).

Transportadores

Kfu é um transportador de ferro que envolve a aquisicdo de ferro por K. pneumoniae e que
esta fortemente expresso em hvKp (Jung et al. 2013). Em um modelo animal de peritonite,
observou-se que kfu era necessario para a formacdo de abcessos no figado e no cérebro e de fato
este gene é mais encontrado em isolados clinicos mais invasivos provenientes de meningites e

endolftalmias do que nos isolados menos invasivos (Ma et al., 2005)

OMPs (Proteinas de membrana externa)

OmpA é uma das proteinas externa de membrana principais em bactérias Gram-negativas e
é importante para prevenir a ativacdo de células epiteliais das vias aéreas pela atuacdo nas vias
dependentes de NF-kB, p38 e p44 / 42 promovendo, dessa forma, a atenuacdo da resposta
inflamatéria mediada por estas células (March et al., 2011). A perda de OmpA deixa K.
pneumoniae mais suscetivel a acdo dos peptideos antimicrobianos (Llobet et al., 2009). OmpA
também contribui promovendo a resisténcia a fagocitose por macrofagos alveolares (March et al.,
2013). Estudos com OmpA também mostram que esse € um fator importante para a evasao do
sistema imune tanto in vivo quanto in vitro por meio da inducdo de mediadores inflamatorios

através da ativagdo de NF-KB e MAPKSs (March et al., 2011).
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Biofilme

Biofilme trata-se de um agregado de microrganismos envoltos em uma matriz
polissacaridica, DNA extracelular e proteinas. Sua formacdo é um processo que envolve varias
etapas como adesdo, producdo de microcolonias, formacdo de biofilme maduro e liberacdo de
fragmentos ou bactérias planctdnicas do biofilme para a colonizagdo de novos sitios. Os biofilmes
podem se formar em superficies bidticas como diversos locais do corpo humano (dentes, pele,
pulmdes, bexiga) ou podem se formar também em superficies abidticas como dispositivos
hospitalares (cateteres, tubos endotraqueais, implantes articulares) (Hdiby et al., 2011). A producéo
de biofilme é considerado um importante fator de viruléncia por promover um aumento da
resisténcia aos mecanismos de defesa do hospedeiro e aos antimicrobianos (Thornton et al., 2012)
(Fux et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais o biofilme aumenta a resisténcia a antimicrobianos podem ser
atribuidos a densa matriz de polissacarideos, proteinas e DNA que envolvem as bactérias e
dificultam a difus@o dessas substancias para o interior dessa estrutura. Em alguns casos em que a
taxa de difusdo do antimicrobiano ndo é prejudicada o biofilme ainda pode atuar facilitando a
degradacéo desses antimicrobianos (Anderl et al. 2003) (Clegg et al., 2016).

As bacteérias localizadas mais no interior do biofilme tendem a crescer de forma mais lenta
que as localizadas mais proximas da superficie do biofilme, dessa forma antimicrobianos que agem
em bactérias em divisdo ndo sdo capazes de afetar as bactérias localizadas no interior do biofilme.
Além disso, a proximidade destas bactérias no interior do biofilme facilitam a troca de material
genético e, consequentemente, facilitam a troca de material que confere resisténcia a antibioticos
(Lazar et al., 2010; (Hennequin et al. 2012; (Long et al., 2010). Por essas razdes, a producéo de
biofilme contribui para a permanéncia e cronicidade de infecgdes causadas por K. pneumoniae que

se encontram protegidas por essa estrutura (Clegg et al., 2016).
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Linhagens hvKp produzem mais biofilme do que linhagens cléssicas de K. pneumoniae
sendo dessa forma um importante fator para 0 aumento da viruléncia dessas variantes (Wu et al.,

2011).

Imunomodulagéo associada a infecg¢des por HVKP

Quando uma infeccdo por K. pneumoniae ocorre, um dos primeiros mecanismos de defesa
encontrado por esse patdgeno, quando o sitio de infeccdo sdo as vias aéreas, é a presenca de muco e
cilios que promovem a expulsdo destes do aparelho respiratdrio. Se o sitio de infeccdo for o trato
geniturinario, o fluxo urinario e um conjunto de fatores quimicos como o pH baixo da urina
impedem que K. pneumoniae cheguem até a bexiga. Caso o sitio de infeccdo seja o trato
gastrointestinal existem obstaculos como o peristaltismo, presenca de muco e fatores quimicos
como a bile e enzimas digestivas (Puente et al., 2001) (McClane et al., 1999).Ap04s passar por essa
barreira inicial, K. pneumoniae tem que ultrapassar as defesas imunes celulares e humorais do
hospedeiro.

K. pneumoniae evoluiu de forma a possuir uma serie de mecanismos para se evadir do
sistema imune principalmente em relacdo ao reconhecimento e morte pelas células imunes do
hospedeiro. A capsula e outros componentes celulares bacterianos séo essenciais para camuflar a
bactéria dos peptideos antimicrobianos como as beta defensinas, deposicdo do sistema
complemento e opsonizagdo e também reduzindo o reconhecimento e adesdo por células epiteliais e
fagocitos promovendo assim uma resisténcia a fagocitose (Moranta et al., 2010) (Lee et al., 2014).

Esses mecanismos promovidos por esses fatores envolvem uma série de componentes da
resposta imune do hospedeiro e variam conforme a cepa e o sitio de infeccdo (Gomez-Simmonds et
al. 2017).

Inicialmente, assim que adentra o0 organismo, este patdgeno entra em contato com 0s
receptores de reconhecimento padrdo que sdo expressos pelas células epiteliais e pelas celulas do

sistema imune. Esses receptores tem a funcdo de iniciar a cascata de sinais inflamatorios e, dessa
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forma, promover o recrutamento de células fagociticas. Os toll like receptors (TLRs) fazem parte
desses receptores e dentro dessa categoria 0s principais sdo o0 TLR-2 e TLR-4 j& que estes sdo
ativados por componentes bacterianos como LPS, fimbrias e DNA bacteriano (Takeda et al., 2003).

No trato respiratorio a interacdo com o patdgeno promove a ativagdo de uma cascata por
Myd88 e TRIF levando a ativagdo de NF-kB ¢ de proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKS). A ativagdo dessa cascata leva a produgdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatérias o

que promove o recrutamento de neutréfilos para o clearence bacteriano (Cai et al., 2009) (Figura 3).
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Figura 3. Cascata de sinalizacdo via Myd88 e TRIF promovendo o influxo de neutrofilos e consequente clearence

bacteriano. Fonte: Adaptada de Cai et al (2009).

Imunomodulacdo por capsula de K. pneumoniae
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Durante a infeccdo por K. pneumoniae, a capsula protege o patégeno do sistema imune do
hospedeiro de diferentes maneiras: por meio da inibicdo da fagocitose pelas células imunes,
prevenindo a ativacdo da resposta imune precoce e impedindo a lise bacteriana pelo sistema
complemento e por peptideos antimicrobianos (Figura 4). Mesmo na presenca de opsoninas,
variantes, sem capsulas sdo mais provaveis de serem fagocitadas por células do sistema imune do
que linhagens capsuladas. Essa dificuldade de fagocitose promovida pela capsula impede a ativacao
de sinais inflamatorios gerando uma resposta imune menos robusta e eficiente (Domenico et al.,
1994) (Evrard et al., 2010). Estudos também mostram que linhagens capsuladas estimulam
fracamente a produgdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6 em contrapartida
estimulam a producdo de grandes quantidades de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 quando
comparadas com as variantes sem capsula (Yoshida et al., 2000) (Yoshida et al., 2001). Estirpes
com capsula também diminuem a producéo de IL-8 impedindo assim o recrutamento e a ativagdo de
neutréfilos (Regueiro et al., 2011) (Paczosa et al., 2016).

A céapsula também promove resisténcia a lise pelo sistema complemento ja que variantes
sem capsula tendem a ser mais ligadas por C3 devido a exposicdo maior de ativadores de
complemento na superficie bacteriana, resultando no aumento da opsonizacdo e fagocitose e
também aumento da morte causada pelo soro na via alternativa do complemento (Alvarez et al.,
2000).

A capsula também se liga aos peptideos antimicrobianos produzidos pelo hospedeiro e
impedem a interacdo dessas moléculas com a superficie bacteriana, € o que ocorre com os HBDs.
HBDs séo peptideos antimicrobianos produzidos por células epiteliais do trato respiratério HBD-1,
HBD-2 e HBD-3, os dois Ultimos sdo expressos apenas em casos de infec¢do por patogenos e
citocinas pro-inflamatorias (Harder et al., 2001). Estes peptideos tem a sua expressdo reduzida
devido a cépsula de K. pneumoniae pois a mesma impede as respostas derivadas dos receptores
TLRs e estimulam a expressdo de CYLD e MKP-1, que atuam como reguladores negativos da

expressdao dos HBDs (Moranta et al., 2010). A expressao de capsula, inclusive, pode ser aumentada
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quando se encontra na presenca de moléculas antimicrobianas como lactoferrina e Polimixina B,
como mostram alguns estudos (Llobet et al., 2011).

O fendtipo da hipercapsula ainda se apresenta mais eficiente quando se trata de protecdo e
evasao do sistema imune do hospedeiro. Ele aumenta a resisténcia a morte bacteriana pelo sistema
complemento e pela acdo de peptideos antimicrobianos como HBD-1, HBD-2, HBD-3, lactoferrina,
proteina neutrofilica 1(Fang et al., 2004); aumenta também a resisténcia a fagocitose por neutrofilos
(Pan et al., 2012), macrofagos (Cortes et al., 2002), células epiteliais (Sahly et al., 2000) e células
dendriticas (Evrard et al., 2010) ja que a presenca de fucose na hipercdpsula é capaz de ajudar na
evasdo a fagocitose (Pomakova et al., 2012) (Fang et al., 2004) (Wu et al., 2008). Linhagens
hipervirulentas de sorotipo K1 também mostram uma interagdo menor com macréfagos quando
comparadas com as classicas. Apds serem fagocitadas as HvKps resistem aos mecanismos
microbicidas dos neutréfilos e usam essas células como transportadores para outros locais como o
figado causando abcessos hepéticos (Wu et al., 2008).

A cépsula também pode impedir a maturacdo de células dendriticas e por esse mecanismo
reduzir a producdo de citocinas pro-Thl como IL-12 e TNF-a o que promoveria a agdo de
destruicdo do patégeno durante a apresentacdo de antigenos de K. pneumoniae por células
dendriticas. Por esse mecanismo, a ativacdo de células T é prejudicada e ocorre também uma
reducdo da migracdo de células NK mediada por células dendriticas (Evrard et al., 2010). Dessa
forma, a inibicdo da maturacdo de células dendriticas permite que a bactéria se evada sistema

imune do hospedeiro e se multiplique no organismo mais facilmente (Li et al., 2014).

37



-/...
—| Fagocitose L a i

Capsula

Peptideos antimicrobianos
[ex: beta-defensinas humanas,
lactoferrina)

Opsonizacdo e lise mediada
I pelo sistema complemento

I Resposta inflamatoria
(Diminuigdo de ROS, IL-8, IL-6 & TNFa)

Figura 4. Papel da capsula como fator de viruléncia em Klebsiella. pneumoniae. Fonte: Adaptada de Paczosa et al (2016).

Imunomodulacéo por LPS de K. pneumoniae

O LPS também possui grande importancia como fator de viruléncia para a evasao do sistema
imune. O antigeno O é capaz de interferir na fagocitose de neutrofilos e macrofagos e interferir na
producdo de citocinas (Figura 5). J& o lipideo A é capaz de se ligar fortemente ao TLR4 que
promovera a producdo de citocinas e quimiocinas que promoverdo o recrutamento e ativacdo de
células imunes como macrofagos e neutrofilos que promoverdo o clearence bacteriano (Figura 5).
Isso tem sido demonstrado em modelos animais em que, quando o animal era nockout para TLR4 e
Myd88, este se tornava mais suscetivel a pneumonia e infeccBes sistémicas por K. pneumoniae
(Branger et al., 2005;Cai et al., 2009), pois a fraca producdo de citocinas e quimiocinas impedia o
recrutamento de neutrofilos. Contudo, a capsula também funcionaria como uma forma de esconder
e impedir a interacdo do LPS com TLRs. Estudos ainda sugerem que a depender do antigeno K
presente na capsula, a linhagem bacteriana teria mais ou menos facilidade em camuflar seu LPS
(Merino et al., 1992). A hipercasula teria 0 mesmo papel do que a capsula comum de camuflar o
LPS e,dessa forma, diminuir a sinalizacdo de TLR4 (Wu et al.,, 2009). Uma das estratégias

utilizadas também por K. pneumoniae é modificar o LPS modificando o lipideo A de forma que este
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ndo mais possa ser reconhecido por receptores humanos. Dessa forma ja se verificou que esses
lipideos modificados ndo séo capazes de ativar uma resposta inflamatdria tdo intensamente quanto o
ndo modificado. Essa estratégia aumenta a viruléncia de K. pneumoniae (Llobet et al., 2015).
Estudos também mostram que o lipideo A tem uma fun¢éo protetora contra peptideos.

O LPS também desempenha uma fungdo protetora contra o complemento. Estirpes de K.
pneumoniae que possuem uma cadeia integra e completa de antigeno O ou “Smooth LPS” resistem
ao efeito bactericida mediada pelo sistema complemento quando comparada com linhagens que nao
possuem essas caracteristicas (Clements et al., 2007). Isso porque o antigeno O impede a ligacao de
C3 com C3b, um processo fundamental visto que essa ligacdo forma uma estrutura que funciona
como uma opsonina e também faz parte da formacéao de poro (Merle et al., 2015) (Shankar-Sinha et
al., 2004). Além disso, variantes que ndo possuem o0 antigeno O mostram-se mais sensiveis a
ligacdo de Clg a superficie bacteriana resultando na ativagdo da via classica do sistema
complemento. Estudos em modelos animais ainda mostram que quando infectados por cepas sem 0
antigeno O, os animais eram colonizados, contudo, a infeccdo ndo se espalhava sistemicamente
tornamos a cepa sem esse antigeno menos virulenta (Alberti et al., 1993) (Shankar-Sinha et al.,

2004).
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Figura 5. Papel do LPS como fator de viruléncia em Klebsiella. pneumoniae. Fonte: Adaptada de

Paczosa et al (2016).

Imunomodulacéo por fimbrias do tipo 1 e 3 de K. pneumoniae

K. pneumoniae portadoras de fimbrias podem se aderir a células fagociticas o que
desencadearia a fagocitose e morte bacteriana. As fimbrias do tipo 1 sdo capazes de desencadear
uma forma de fagocitose independente de opsonizacdo chamada lectinofagocitose. Neutrofilos e
macrofagos sao células capazes de realizar esse tipo de fagocitose (Athamna et al., 1991) (Athamna
etal., 1988).

A porcdo da fimbria do tipo 1 denominada FimH é capaz de se ligar a mastocitose dessa
forma induzir a liberacdo de citocinas que aumentam o recrutamento de neutréfilos durante a

infeccdo (Malaviya et al., 1996). Em algumas linhagens, a cdpsula pode inibir a expressdo de
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fimbrias do tipo 1 e impedir a ligagdo a células fagociticas e epiteliais. Embora o papel das fimbrias
do tipo 3 ndo sejam tdo bem elucidados quanto as do tipo 1 em relacédo a fagocitose, estudos in vitro

mostram que as fimbrias do tipo 3 podem estimular uma resposta oxidativa em neutrdfilos

(Przondo-Mordarska et al., 1991) (Figura 6).
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Figura 6. Papel das fimbrias do tipo 1 e 3 como fator de viruléncia de Klebsiella pneumoniae.

Fonte: Adptada de Paczosa et al (2016).

A funcéo dos principais fatores de viruléncia de K. pneumoniae estéo ilustrados em conjunto

na Figura 7.

41



Formacao de

° Sideroforos OmpA Fimbria
®p0 / / - Fimbria adesina biofilme
Lipidec A I

K. pneumoniae
Antigeno O
Downregulation de peptideos
antimicrobianos

Genes de
viruléncia

Plasmideos
Peptideos

Genes de
resisténcia

Célula epitelial
hospedeira

Capsula

__ polissacaridica e )
Resisténcia Antifagocitose
antimicrobiana

Resisténcia
a0 soro -
Fatores de Neutrofilos
viruléncia de
K. pneumoniae oYoo Macréfagos INF-a
o/o,© 112 BE@ M
= IL-23 IL-8
Vias do complemento
' P It-17 76
Mecanismos de defesa N— GM-CSF
do hospedeiro Ativacdo de células T
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Klebsiella. pneumoniae. Fonte: Modificada de Simmonds et al (2016).

PPAR- vy
A familia dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma compreendem trés

isoformas, PPAR-o. PPAR-B/3 ¢ PPAR-y. Essas trés isoformas diferem uma da outra em relagdo a

distribuicéo tecidual, sua funcdo e suas moléculas ligantes especificas (Berger et al., 2002).

PPAR-y ¢ expresso no tecido adiposo marrom e branco, no intestino € no baco. Sua
expressdo nos adipocitos tem um papel importante no processo de adipogénese, no balanco

energético e na biossintese de lipideos além de ter um papel importante também no metabolismo de
lipoproteinas e de sensibilidade a insulina (Berger et al., 2002).
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O gene do PPAR-y produz trés mRNAs, PPAR-y1, PPAR-y2 e PPAR-y3 todas apresentando
um papel fundamental na diferenciacdo de adipdcitos e no metabolismo da glicose. As proteinas
traduzidas a partir de PPAR-y1 ¢ PPAR-y3 sdo idénticas visto que 0 mRNA produzido ¢ idéntico e
a proteina traduzida a partir de PPAR-y1 apresenta uma por¢do NH; terminal adicional composta
por 30 amino&cidos. A isoforma PPAR-y1¢ expressa em praticamente todas as células e PPAR-y2 é
expressa principalmente em tecido adiposo (Feige et al., 2006) (Janani et al., 2015).

A ativacdo de PPAR-y ocorre da mesma forma em todas as isoformas, apos a ligagdo da
molécula ligante especifica, 0o PPAR-y forma um heterodimero com um receptor nuclear ativado por
ligante denominado receptor retindide X (RXR). O heterodimero PPAR-y-RXR se liga aos
elementos responsivos de PPAR (PPRES) na regido promotora dos respectivos genes alvo (Wang et
al., 2014) (Figura 8). Essa ativagdo promove respostas como a sinalizagdo de insulina, aumenta o
transporte de glicose, aumenta a glicogénese, aumenta o funcionamento das mitocondrias e a

mobilizacdo de lipideos dos musculos e do figado (DeFronzo et al., 2009).

cofatores  Nucleo da céluﬂ

Ligante de Ligantede  ¢ranscricionais

PPAR-y RXR

>

Figura 8. Ativacdo do PPAR-y. Interagdo com o ligante especifico com posterior dimerizagdo com RXR e alteragdo na

expressao génica. Fonte: Modificada de Wang et al (2014).
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Mais recentemente, o papel do PPAR-y na imunoregulacdo tem sido bastante estudado ja
que esses receptores sdo expressos por uma grande quantidade de células do sistema imune como
monacitos, macréfagos, linfocitos B e T, células NK, células dendriticas, neutréfilos, eosinéfilos
entre outras (Almeida et al.,2012), (Clark et al., 2002).

Uma variedade de moléculas ligantes tanto naturais quanto sintéticas sdo capazes de ativar
PPARy. Sdo representantes de ligantes naturais as moléculas de 4cidos graxos saturados e
insaturados, eicosanoides como 15-deoxy-A12,14-prostaglandin J2(15d-PGJ2), acido oleico entre
outros. Apos a ligacdo de um desses ligantes tanto naturais quanto sintéticos as moléculas co-
repressoras sao liberadas possibilitando a heterodimerizacdo do PPARy com receptores retinoide X
possibilitando a ligacdo deste complexo nas regides promotoras dos genes alvo. (Berger et al.,2002).

A expressdo e ativagdo de PPARy sdo alteradas durante processos inflamatdrios e essas
alteracbes parecem ser um fator importante na patogénese de algumas doengas. (Kaplan et al.,
2011). A ativacdo parece ter um efeito positivo em infecgOes bacterianas, especialmente com seus
efeitos anti-inflamatérios pela inibicdo de moléculas pr6 inflamatérias como IL-6, TNF-a, IL-1B, e
IL-12. Estudos indicam que PPARy auxilia no clearence do patégeno em infeccdes
bacterianas(Aronoft et al., 2007). Outros estudos indicam que a ativacdo de PPARy aumenta a
expressdo de receptores de CD36 que promovem um uptake de neutréfilos apoptoticos por
macro6fagos, um processo critico para a resolucdo da inflamacgdo. (Asada et al., 2004).

O PPARy também tem mostrado um efeito protetor em modelos de septicemia. Em um
modelo de infeccdo nos pulmdes a ativagio PPARy mostrou um aumento do edema pulmonar
aumentando a permeabilidade capilar, elevando ROS e a producao de citocinas e quimiocinas, a
infiltracdo de neutrofilos e a expressdo de moléculas de adesdo associadas a inflamagdo como
ICAM-1 e PECAM-1 (Reddy et al., 2012). Uma resposta inflamatoria exacerbada em animais que
eram deficientes de PPARy é devido a um aumento na expressdo de receptores toll-like 4 (TLR4)
ocorrendo uma upregulation da sinalizagéo via TLR4 incluindo a via de NF-«xB (Reddy et al., 2012).

A sinalizacdo via TLR4 tem um papel importante na modulacéo da inflamacao e septicemia (Ogawa
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et al., 2005). Estudos mostram também que PPARy exerce um efeito protetor contra septicemia por
meio da redugdo da expressdo de Myd88 via IL-10 e este é um componente importante na via de
TLR (Reddy et al., 2008).

Sabe-se também que a ativagdo de PPARy pode inibir as vias de NF-xB que é uma via
importante na sinalizacdo de respostas pro-inflamatorias. Essa inibicdo pode occorer por meio da
degradacdo do complexo NF-«xB/p56, exportagdo nucelar de p56, por meio da competicdo com as
moléculas co-ativadoras compartilhadas com NF-«B. Além disso, PPARy também pode inibir a
transcricdo de NF-xB por meio da transrrepressdo dos sitios iniciadores de transcricdo de
mediadores inflamatérios. O PPARy também pode se ligar competitivamente em sitios gendmicos
que sdo especificos para fatores de transcricdo especificos da resposta inflamatdria (Libby et al.,
2007).

Dessa forma, em infeccGes bacterianas em que a remocao completa do patégeno e o controle
da inflamacé&o séo fatores fundamentais para o paciente, agonistas de PPARy oferecem promissoras
estratégias terapéuticas (Reddy et al., 2012).

Contudo, a ativacdo de PPARy também apresenta pontos negativos ja que desencadeia
apoptose em uma variedade de células imunes o que pode provocar uma reducdo da resposta imune
durante uma infec¢do bacteriana (Bodles et al., 2008). A ativacdo de PPARy também pode diminuir
a migragdo e adesdo de neutrdfilos, um processo fundamental durante uma infeccdo (Reddy et al.,
2008).

Algumas bactérias, como Mycobacterium, sdo capazes de modular positivamente a via de
ativacdo do PPARy a fim de alterar o metabolismo lipidico e consequentemente a biogénese de
corpusculos lipidicos para promover sua sobrevivéncia intracelular e replicacdo no hospedeiro
sendo dessa forma um mecanismo auxiliar na patogénese dessas bactérias (Mahajan et al. 2012).

Embora muitas infecgdes bacterianas possam ser tratadas com o uso de antimicrobianos, o
aumento cada vez maior de microrganismos multirresistentes ameacam a satde em todo o mundo

comprometendo e complicando o tratamento de tais microrganismos, aumentado a mortalidade e
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resultando em custos financeiros cada vez maiores. Com isso, drogas com novos mecanismos de
acdo sdo necessérias e 0 entendimento cada vez maior do papel do PPARy na imunidade, infecgdo e
inflamacgdo podem se tornar um novo aliado no combate a infec¢des bacterianas. Em conjunto com
a antibioticoterapia o uso de agonistas e antagonistas de PPARy podem diminuir a dosagem de

antibioticos usados e melhorar o resultado do tratamento (Tenover et al., 2006) (Reddy et al., 2016).

Corpusculos lipidicos

Os corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas ricas em lipideos, encontradas em
uma diversidade de organismos incluindo plantas, bactérias, leveduras, células de mamiferos etc.
Esses corpusculos funcionam ndo apenas para 0 armazenamento e para 0 metabolismos de lipideos,
mas também no trafego de membranas e na sinalizacao celular (Murphy et al., 2001).

Em varias células o aumento da quantidade de corpusculos lipidicos ocorre em geral em
casos de infeccdo ou outros processos inflamatérios (DiDonato et al., 2003). A formacdo de
corpusculos lipidicos durante infeccdes é um fenbmeno bem regulado que pode ter implicacdes na
patogénese microbiana. Os corpusculos também funcionam como locais de compartimentalizacao
da producdo de mediadores inflamatdrios favorecendo o aumento da producdo de eicosandides em
células envolvidas em processos infecciosos (D’Avilda et al., 2008).

O PPARy ¢é um receptor que possui um papel fundamental na regulacdo da produgdo de

corpusculos lipidicos durante esses processos inflmatorios e/ou infecciosos.

Justificativa

A presenca de linhagens bacterianas multirresistentes e hipervirulentas de Klebsiella
pneumoniae no ambiente hospitalar sdo sempre motivo de preocupacao devido aos danos que essas
linhagens podem causar nos pacientes e também pela alta possibilidade de disseminacdo de

resisténcia antimicrobiana em ambiente hospitalar. Essas linhagens hipervirulentas sdo dotadas de
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uma grande quantidade de fatores de viruléncia que as torna capazes de colonizar e causar
patogenias em indviduos imunocompetentes. A associacdo desses fatores de viruléncia com a
aquisicdo de mecanismos de resisténcia antimicrobiana tornam esses patégenos um risco para a
salde publica. Por esta razéo, o entendimento da origem clonal destas linhagens é essencial para a
identificacdo da presenca de clones de alta disseminacdo de resisténcia antimicrobiana.
Paralelamente, a caracterizacdo da capacidade de colonizacdo e de sobrevivéncia no hospedeiro
permite identificar os mecanismos associados ao estabelecimento desta bacteremia. Até o presente
momento, pouco Se conhece a cerca dos mecanismos envolvidos na modulagdo do metabolismo
lipidico celular induzido pela bactéria K. pneumoniae. Contudo, ja se sabe da importancia do papel
do PPARy durante o estabelecimento de uma infec¢do bacteriana. Este fator € capaz de inibir
moléculas pro inflamatdrias, auxiliar no processo de clearence do patdégeno durante infeccbes
bacterianas e também mostra um efeito protetor em modelos de septicemia. Controversamete, a
ativacdo deste fator também é capaz de desencadear apoptose em uma variedade de células imunes
e promover a diminui¢cdo da migracdo e adesdo de neutrofilos, um processo fiunadamental durante
uma infeccdo. Desta forma, a caracterizacdo das vias associadas a modulacdo do metabolismo
lipidico, especialmente no entendimento do papel do receptor nuclear PPAR-y, em células epiteliais
infectadas com K. pneumoniae contribuird para o entendimento do estabelecimento desta
bacteremia e disseminacdo bacteriana no interior do hospedeiro. Neste sentido, a realizagdo deste
trabalho visa esclarecer os mecanismos bacterianos associados a sobrevivéncia do patégeno no
hospedeiro. Estes conhecimentos poderdo ser utilizados futuramente para o desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos a serem utilizados em infecgbes causadas por K. pneumoniae

hipervirulentas e com resisténcia antimicrobiana.
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Il. Objetivos

Objetivo geral
Caracterizar microbiologicamente e avaliar o papel do PPAR-y na capacidade de

colonizacao de celulas epiteliais por isolados hipermucoides de Klebsiella pneumoniae (HvKp).

Objetivos especificos

- Caracterizar o perfil de resisténcia a antimicrobianos de trés isolados de Klebsiella pneumoniae
hipermucoides causadores de bacteremia;

- Determinar o perfil de similaridade genética dos isolados acima referidos;

- Determinar o potencial de producédo de biofilme em superficie abidtica exibido pelos isolados, da
capacidade de sobrevivéncia em sangue total e em soro humano;

- Determinar a capacidade de infeccdo e de sobrevivéncia dos isolados no interior de celulas
epiteliais da linhagem HEp-2 (carcinoma epidermdide de laringe humana);

- Identificar o perfil de expressdéo de PPAR-y pelas células HEp-2 infectadas pelos isolados
hipermucoides;

- Determinar o papel do PPAR-y na capacidade de sobrevivéncia intracelular dos isolados
bacterianos;

- Verificar o comportamento microbicida das células HEp-2 apds a infeccdo com os isolados

hipermucoides;
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I11. Material e Métodos

1. Desenho experimental

- Antibiograma

- Detecgdo de genes de resisténcia

- Perfil de similaridade genética entre as
linhagens

- Perfil plasmidial

- Identificagdo do ST (Sequence typing)

Caracterizacdo do perfil de
resisténcia antimicrobiana e
origem clonal

- Produgio de biofilme em superficie de

. - .. poliestireno
de colonizagdo de superficies - Ensaio de sobrevivéncia no interior de células
abidticas e células epiteliais e epiteliais

Determinacdo da capacidade

capacidade de sobrevivéncia - Ensaio de viabilidade de células epiteliais

em sangue e soro humanos apos infecgdo
- Ensaio de sobrevivéncia em sangue e soro

- Expressdo de PPAR-y e biogénese de

corpusculos lipidicos

- Papel do PPAR-y durante a infecgio: bloqueio

i R farmacologico e superexpressdo de PPAR-y

células epiteliais infectadas - Atividade microbicida celular: éxido nitrico e
com K. pneumoniae ROS

Caracterizacdo do papel do
PPAR-y e modulacdodo
metabolismo lipidico em

2. Isolamento, cultivo e armazenamento das linhagens de K. pneumoniae

Os isolados bacterianos foram obtidos a partir de hemocultura (Kp 31), cultura de swab retal
(Kp 32) e cultura de swab nasal (Kp 34) de um paciente da Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do
Hospital Universitario de Brasilia. A espécie bacteriana foi identificada pela plataforma VITEK-2
(bioMerieux) pelo Centro de Patologia Clinica do HUB/UnB. Apds isolamento, cada isolado foi
cultivado durante 18 horas em meio LB (Sigma-Aldrich) a 37°C e armazenadas em freezer -80°C
em LB com glicerol (50%). A obtencao dos isolados foi realizada conforme aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia

(parecer numero 1.131.054 — CAEE 44867915.1.0000.5558).
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3. Antibiograma

O antibiograma foi realizado pelo método de disco-difusdo (Kirby-Bauer) conforme descrito
pelo fabricante dos discos utilizados (Sensidisc DME - Diagnésticos Microbioldgicos
Especializados). Para este fim, 100uL de cada suspensdo bacteriana, previamente cultivada em 5mL
de LB (Sigma-Aldrich) a 37°C, foi inoculada em Agar Muller Hinton (Kasvi) por meio de
espalhamento com alca de Drigalski. Sobre cada inoculo, foram acondicionados os discos de
antibidticos  (Ciprofloxacina,  Levofloxacina,  Orfloxacina, = Norfloxacina, = Amicacina,
Piperacilina/Tazobactam, Imipenem, Meropenem, Gentamicina, Ticarcilina/Acido Clavulanico,
Polimixina, Cefepime, Aztreonam, Tobramicina, Amoxicilina/Acido Clavulanico, Ampicilina,
Ampicilina/Sulbactam, Cefalotina, Cefoxitina, Cefazolina, Cloranfenicol, Ceftriaxona, Cefotaxima,
Cefuroxima, Ertapenem, Nitrofurantoina, Sulfametoxazol/Trimetoprim, Tetraciclina). Apds 24
horas de incubacéo a 37°C, as placas foram analisadas por meio da medida do halo de disco-difuséo.
Os resultados obtidos foram classificados como susceptivel, intermediario ou resistente como

descrito pelo fabricante dos discos utilizados.

4. Deteccao de genes de resisténcia a antimicrobianos

Os isolados foram submetidos a ensaios de PCR para deteccdo e identificacdo dos genes de
resisténcia. Foram detectados genes de carbapenamases, metalo beta-lactamases e beta lactamases
de espectro estendido por meio da metodologia de Multiplex-PCR e Simplex-PCR que foram
executadas como descrito por Dallenne et al. (2010) e Doyle et al. (2012). A pesquisa dos genes de
resisténcia foi realizada pelo pesquisador Dr. André Pitondo da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sdo Paulo (USP). Os primers e as condi¢des

utilizadas para deteccéo dos genes de resisténcia estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Identificacdo dos oligonucleotideos usados para as PCRs.

PCR Genes |Amplicom (pb) Primers (5’-3°) F/R Referéncia
blakpc 900 TGTCACTGTATCGCCGTC
CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
Multiolex | Plaivp 587 CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
P GAAGGCGTTTATGTTCATAC Doyle et al. (2012)
blaNDM 782 GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC
GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
Multiplex | PIRGES 399 AGTCGGCTAGACCGGAAAG Dallenne et. al. (2010)
TTTGTCCGTGCTCAGGAT

Simplex | - blavim-1 AATGCGCAGCACCAGGATAG

Simplex | S€duéncias Tamanhos CAGCCATGAACAACTGGTGGCG | versalovic et al. (1991)
P ERIC variados TGCTTTGCGC AGGGAAGATTCC

Simblex rpoB 1075 GGCGAAATGGCWGAGAACCA MLST DATA BASE
P GAGTCTTCGAAGTTGTAACC
P CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT

Simblex mdh 256 CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG MLST DATA BASE
P CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG

Simplex pgl 566 GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC MLST DATA BASE
P CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT

Simblex phoE 502 ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG| MLST DATA BASE
P TGATCAGAACTGGTAGGTGAT

Simblex infB 462 CTCGCTGCTGGACTATATTCG MLST DATA BASE
P CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC

Simblex tonB 530 CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT | MLST DATA BASE*
P ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG

*https://pubmlst.org/kpneumoniae/
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5. Analise do perfil de similaridade genética por ERIC-PCR
Para a analise do perfil de similaridade genética, 100ng do DNA de cada linhagem, extraido
conforme descrito por (Ausubel et al.1988) foram utilizados para a amplificacdo de sequéncias
ERIC (Sequencias Consensus Repetitivas de Enterobactérias) conforme descrito por (Versalovic et
al. 1991). Apds a amplificacdo, o perfil de bandas foi analisado apds eletroforese em gel de agarose

(1,5%) impregnado com brometo de etidio (0,5 ug/mL).

O perfil de similaridade genética entre as linhagens foi determinado por meio do uso do
software Bionumerics versdo 5.0.0s primers utilizados para 0 ERIC-PCR, estdo descritos na Tabela

2.
6. Andlise clonal de sequenciamento por Multi-locus

A determinagdo do Sequence Type de cada isolado bacteriano foi realizada por meio do
Sequenciamento de Multi-locus conforme determinado pelo banco de dados de Klebsiella

pneumoniae MLST DATABASE

(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PE8/mlst/Kpneumoniae.html). A metodologia utilizada
para a técnica de MLST incluindo os primers e condi¢des de reacfes de PCR, esta disponivel nesse
banco de dados. Existem dois protocolos disponiveis e, para este estudo, foi adotado o protocolo
que utiliza primers para a amplificacdo de genes housekeeping. Apds a amplificagdo ocorre o
sequenciamento dos genes amplificados para a determinagdo do ST. Os alelos e STs das linhagens
estudadas foram determinados utilizando a plataforma do prdprio site.. A amplificacdo dos genes
ocorreu a uma temperatura de desnaturacdo de 94 °C por 2 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30
segundos, 50°C por 1 minuto, 72°C por 30 segundos e na elongacéo final, 72°C por 5 minutos. A
analise de sequenciamento por Multi-Locus foi realizada pelo pesquisador Dr. André Pitondo da

USP de Ribeirdo Preto.
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7. Perfil plasmidial

Para a determinacdo do perfil plasmidial os isolados foram submetidos a uma extracdo
plasmidial utilizando-se o kit NucleoBond® Xtra Midi (Macherey-Nagel) conforme as instrucdes
do fabricante. Em seguida o material extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,7%

impregnado com brometo de etideo para a vizualizagdo do perfil plasmidial.

8. Quantificacdo da producao de biofilme em superficie abiotica

A quantificacdo da producdo de biofilmes foi feita pela quantificacdo da densidade dptica
como descrito por (Stepanovic et al. (2004). O ensaio foi realizado em triplicata incluindo o
controle negativo (meio de cultura LB). Cada isolado foi previamente cultivado em meio LB a
37 °C durante 18 horas. Em uma placa de poliestireno de 24 poc¢os foram acrescentados 920uL de
meio de cultura LB estéril e 40uL de cada suspensao bacteriana. A placa foi incubada a 37 °C por
24 horas. Ap6s esse tempo, o sobrenadante foi descartado e os pogos lavados com solugdo salina
(0,9%). A fixacdo foi feita colocando-se metanol durante 15 minutos sobre cada po¢o. Em seguida,
0 sobrenadante foi descartado e a placa deixada em temperatura ambiente até secar. Depois de
seca, adicionou-se cristal violeta por 5 minutos. Apos esse tempo, o excesso de corante foi lavado
com agua corrente e a placa deixada em temperatura ambiente para secar. Em seguida, foi
adicionado 1 ml de &cido acético glacial (33%) para ressolubilizacdo do sedimento. Depois a
densidade ¢tica foi medida utilizando o espectofotbmetro de microplacas SpectraMax em 600nm.
Para quantificar a producdo de biofilme foi realizada uma média aritmética dos trés valores de
absorbancia obtidos por cada amostra. Os isolados foram classificados em ndo produtores de
biofilme, produtores fracos de biofilme, produtores de biofilme moderado e produtores de

biofilme forte conforme os critérios descritos na Tabela 3.
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Tabela 3. Critério para a classificacdo da producéo de biofilme conforme a média aritmética obtida
da triplicata da absorbéncia obtida na leitura do teste. VA: valor de absorbancia obtido da amostra.

CN: valor de absorbancia do controle negativo.

Biofilme forte Biofilme moderado Biofilme fraco N&o produtora

VA>4x CN 4x CN >VA>2x CN 2x CN>VA>CN CN=VA

9. Sobrevivéncia em sangue e soro humanos

As capacidade de sobrevivéncia em sangue total humano e soro humano foram determinadas
como descrito por (DelLeo et al., 2017). Os isolados previamente cultivadas em LB por 18 horas a
37°C foram inoculados em 550 uL de sangue total e em 550 uL de soro humano obtidos de
doadores saudaveis. Nos tempos de 0, 30, 60 e 120 minutos ap0s o indculo bacteriano no sangue ou
no soro, uma aliquota de 10 uL foi retirada, diluida 5x (nos tempos de 0 e 30 minutos) ou 6x (nos
tempos de 60 e 120 minutos) em 90 uL de PBS. A seguir 10 uL das duas ultimas diluicdes foram
plagueadas em agar MacConkey (Kasvi), incubadas em estufa a 37°C. Apds 24 horas de incubacao
foi realizada a contagem de unidades formadoras de colbnias (CFU). No experimento de
sobrevivéncia em sangue foram utilizadas 107 bactérias de cada um dos trés isolados e no

experimento de sobrevivéncia em soro foram utilizadas 10° bactérias.

10. Cultivo da linhagem celular HEp-2 (carcinoma epidermoide de laringe humana)

Para a realizacdo dos ensaios de infeccdo foram utilizadas a linhagem celular HEp-2, derivada
de carcinoma epidermdide de laringe humana obtida do Nucleo de Cultura de Células do Instituto
Adolfo Lutz. As linhagens foram armazenadas em freezer -80°C em soro fetal bovino (Gibco) e 10%

de DMSO. Para a realizacao dos ensaios, a linhagem celular foi cultivada em garrafas de cultura em

54



meio DMEN (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% do

antibidtico PenStrep (Gibco) e mantidas em estufa a 37°C com uma atmosfera contendo 5% de CO..

11. Infeccéo de células HEp-2 com os isolados de K. pneumoniae

As células epiteliais HEp-2 foram cultivadas em meio DEMEN suplementado com 10% de soro
fetal e 1% de PenStrep (Gibco). A cultura foi mantida a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. As células
foram infectadas pelas bactérias conforme descrito por (Favre-Bonte et al., 1999) utilizando-se o
MOI de 1:1000. O periodo de estimulacdo em todos os experimentos foi de 2 horas. Apos esse
periodo as células foram lavadas trés vezes com a solucdo PBS 1X e em seguida, adicionado meio

DEMEN com 1% de Gentamicina (Lmg/ml) para a finalizacdo do periodo de infeccéo.

12. Teste de viabilidade de células HEp-2 apds infeccdo

A viabilidade de células HEp-2 infectadas foi determinada pelo método colorimétrico MTT,
que verifica a viabilidade celular por meio da conversdo da substancia MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) em cristais de Formazan por meio da agéo
de desidrogenases mitocondriais. Esses cristais de Formazan que sdo produzidos por células viaveis,
apos serem solubilizados, sdo submetidos a espectrofotometria. O controle de morte celular foi feito

com DMSO 20% e também outro controle onde as células ndo sdo estimuladas.

O teste de viabilidade celular foi realizado em triplicata, em placa de 96 pogos. As células
foram plagqueadas e no dia seguinte, com uma confluéncia de 70% foi realizada a infeccdo. Apos 2
horas de infeccdo, foi acrescentado nos pocos meio DMEN (Sigma-Aldrich) com o antibi6tico
Gentamicina (10mg/L). As placas de cultura foram novamente incubadas a 37°C com 5% e CO; e
apos 3, 6 e 24 horas foi realizada a adicéo de 10% de MTT (5mg/ml). A placa novamente incubada

sob protecdo da luz.. Apds duas horas da adi¢do do MTT foi realizada a ressolubilizacéo utilizando
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100uL de DMSO 100% . A placa foi submetida a leitura das absorbancias em espectrofotémetro
(SpectraMax) no comprimento de onda de 570 nm. Quanto menor a viabilidade celular, menor a

reducdo do MTT e menor o sinal obtido pelo espectrofotémetro.

13. Determinagéo da sobrevivéncia bacteriana em células HEp-2

As células HEp-2 previamente cultivadas em placas de 24 pocos apresentando confluéncia de
70% foram submetidas a infeccdo utilizando-se o0 MOI de 1:1000. Apos duas horas, 0s pocos
foram lavados trés vezes com PBS e em seguida foi adicionado meio de cultura com o antibiético
Gentamicina na concentracdo de 1% para a finalizacdo do periodo de infec¢do. Apds 3, 6 e 24
horas as células foram lavadas novamente 3X com PBS e em seguida desaderidas e lisadas com
PBS 1X gelado e 0,5% de Triton-100X (Sigma-Aldrich). A placa foi centrifugada a 12.000g por 5
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento resuspenso em 100 ul de PBS 1X. Foi feita
uma diluicdo em 90uL de PBS (1:10) e em seguida o lisado diluido e o ndo diluido foram
plaqueados em meio Agar-MacConkey (Kasvi) com o auxilio de uma alca de Drigalski. Apos 24

horas de incubacédo a 37°C, o nimero de unidades formadoras de colénias (CFU) foi determinado.

14. Western blotting para deteccdo de PPAR y

Para a analise da expressdo de PPAR-y, células HEp-2 foram infectadas . Apos os periodos de
3, 6, 24 e 48 horas, a suspensdo celular foi submetida a extracdo de proteinas por meio da
utilizacdo de um tampéo de lise ( 100mM de Tris, 2% de SDS) e coquetel inibidor de protease
(cOmplete Tablets, Mini EDTA-free, EASYpack -Roche). Ap6s dosagem pelo método BCA
(Bicinchoninic Acid), 50ug de proteinas foram precipitadas sob incubacdo a 8°C overnight em
uma solucdo constituida de 8 partes de acetona para uma de metanol e uma parte de extrato de
proteina. Em seguida, as proteinas foram submetidas a uma eletroforese em SDS-PAGE (12%)

com uma voltagem de 90 volts até sair do concentrador e depois a 180 volts. Apos a eletroforese,
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as proteinas foram transferidas para uma membranas de nitrocelulose, utilizando o sistema
miniprotean cell® (Bio-Rad) e o marcador pré-marcado Novex®sharp PreStained (Invitrogen).
Apos a transferéncia, a membrana foi incubada em solucdo de bloqueio PBST (PBS 1X acrescido
de 0,01% de Tween-20), adicionados a leite desnatado 2,5% (Molico, Nestlé) overnight a 4°C.
Apos esse periodo a membrana foi lavada 3X durante 5 minutos em cada lavagem com PBST. A
membrana foi incubada com o anticorpo anti PPAR-y (Santa Cruz Biotechnology) na
concentracdo de 1:200 overnight a 4°C. Em seguida, a membrana foi lavada novamente 3X e
incubada por duas horas a temperatura ambiente com o anticorpo secundario Goat Anti-rabbit 1gG
Whole molecule — Alkaline phosphatase antibody (Novex, Life Technologies), diluido 1:5000.
ApoOs esse periodo, a membrana foi lavada 3X novamente em PBST e revelada em BCIP/NBT
(Sigma), na concentragdo indicada pelo fabricante. A revelagdo foi interrompida com é&gua

destilada.

15. Sobrevivéncia de K. pneumoniae em células HEp-2 com super expressdo de PPARy

Para a superexpressdo de PPAR-y, células HEp-2 foram transfectadas com o plasmideo
GS56450-1 pcDNA3.1(+)-seql com o inserto que promove a superexpressdo de PPAR-y . A
tranfeccdo foi realizada utilizando-se o reagente Viromer-RED (Lipocalyx) em placas de 24
pocos com cultura celular apresentando confluéncia de 70%. Ap6s um periodo de 24hs, as
células foram infectadas com os isolados bacterianos (MOI 1:1000). Ap6s duas horas a infec¢do
foi finalizada com meio com Gentamicina e as placas incubaas por 24 horas a 37°C com 5% de
CO,, Posteriormente as células foram lisadas com PBS e 0,5% de Triton-X100 e a suspensao foi
plaqueada em meio MacConkey (Kasvi). Apos 24hs de incubagdo a 37°C as CFUs recuperadas

foram contabilizadas.

16. Sobrevivéncia de K. pneumoniae em células HEp-2 com inibi¢do de PPARY
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Também foi realizado o experimento de sobrevivéncia dos isolados em células HEp-2
acrescidas do inibidor de PPARy , GW9662 (1uM/ml). O inibidor foi adicionado na cultura de
celulas 1 hora antes da infeccdo com os isolados. Apos esse periodo a infec¢do foi realizada (MOI
1:1000). Apos duas horas de infeccdo ocorreu a finalizagdo acrescentando meio de cultura com
Gentamicina. Entdo as células foram incubadas por 24 horas. Apés esse periodo as células foram
lisadas e plaqueadas em MacConkey (Kasvi). Apds 24hs de incubagdo a 37°C as CFUs recuperadas

foram contabilizadas.

17. Atividade microbicida das células da linhagem HEp-2

A andlise da atividade microbicida da célula quantificada por meio da dosagem dos niveis de
oxido nitrico celulares por espectrofotometria pelo método de Griess. No método de Griess a
formacdo do dxido nitrico € verificada de forma indireta por meio da dosagem de nitrito, que é um
produto estavel obtido da oxidacdo do metabolismo do éxido nitrico. Para a dosagem, ulitilizou-se o
sobrenadante obtido da cultura celular infectada nos tempos de 3, 6, 24 e 48hs. Foram adicionados
volumes equivalentes de sobrenadante e reagente de Griess (1: 1 de sulfanilamida 1% diluido em 5%
de H3PO,e NEED (naphthylethylenediamine dihydrochloride) 0,1% diluido em &gua destilada) e a
placa incubada durante 15 minutos em temperatura ambiente protegida de luz e o teor de nitrito foi
medido por absorbancia a 540 nm (Spectra Mx). A concentracdo de nitrito nas amostras foi

calculada utilizando uma curva padréo preparada com NaNO:x.

Também analisamos a atividade microbicida da célula pela geragdo de espécies reativas de
oxigénio por citometria de fluxo das células depois de 1, 3 e 6 horas da infeccdo com as linhagens
bacterianas. Apds o experimento as células foram marcadas na placa de 24 pogos com o composto
fluorescente DCFDA por 1 hora. Em seguida as células foram desaderidas, centrifugadas a 1000g
por 5 minutos e lavadas 5x com PBS. Apos as lavagens as células foram ressuspendidas em 200 uL

de PBS e analisadas no citdbmetro FACSVerse.
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18. Quantificacéo de corpusculos lipidicos

A biogénese de corpusculos lipidicos foi verificada por meio de analises por citometria de fluxo
das células marcadas através de marcacdo com a sonda lipofilica BODIPY (Life Technologies). As
células foram marcadas 24 horas apés a infeccao, durante 30 minutos em placa de 24 pocos. Apds a
marcacdo as células foram desaderidas, centrifugadas a 1000g por 5 minutos e lavadas 3x com PBS.
Apos as lavagens, estas foram ressuspensas em 200uL de PBS e encaminhadas para analise no

citbmetro FACSVerse.

19. Analise dos dados

A analise estatistica dos dados obtidos foi feita pelo software GraphPadPrism versdo7.0. Os dados
de citometria de fluxo foram obtidos por FACSVerse (BD Bioscience) e foram analisados com o
software Flowjo (Tree Star Inc.). As andlises estatisticas foram feitas pelo software GraphPadPrism,
utilizando o teste Anova e poés-teste de Bonferroni. Valores iguais ou menores que 0,05 foram

considerados significativos.
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V. Resultados

1. Isolados bacterianos

No presente estudo foram utilizados trés isolados de Klebsiella pneumoniae causadores de
bacteremia. Os isolados foram obtidos de um paciente do sexo masculino, de 67 anos que foi
submetido a hemicolectomia esquerda para a remocao de lesdo vegetante. Apos a realizacdo da
cirurgia, o paciente teve alta da Unidade de Tratamento Intensiva (UTI) do Hospital Universitario
de Brasilia (HUB/UnB) e foi para a enfermaria, onde apresentou piora do seu estado geral e sepse.
Apds laparotomia exploratdria, o pacientefoi novamente encaminhado para a UTI onde foi realizada
a coleta de sangue para a hemocultura e swabs retal e nasal. Todas as culturas bacterianas foram
positivas para Klebsiella pneumoniae e os isolados foram denominados Kp 31 (hemocultura), Kp
32 (swab retal) e Kp 34 (swab nasal). Todos os trés isolados apresentaram fenotipo hipermucoide

aos serem avaliados pelo método de “string” (Shon et al., 2013), ou seja, produgéo de hipercéapsula.

2. Perfil de resisténcia a antimicrobianos

O perfil de resisténcia a antimicrobianos foi avaliado por meio de halo de inibicdo (CLSI,
2016) e pela identificacdo de genes de resisténcia por PCR (Dallenne et al. 2010; Doyle et al. 2012).

A andlise do antibiograma por halo de inibicdo demonstrou que os trés isolados
apresentaram-se resistentes aos antibioticos: Aztreonam, Ciprofloxacina, Cefepime, Imipenem,
Levofloxacina, Meropenem, Norfloxacina, Ofloxacina, Piperacilina/Tazobactam, Ticarcilina/Acido
Clavulanico, Amoxicilina/Acido Clavulanico, Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam, Cefalotina,
Cefoxitina, Cefazolina, Cloranfenicol, Ceftriaxona, Cefotaxima, Cefuroxima, Ertapenem,
Nitrofurantoina, Sulfametoxazol/Trimetoprim, Tetraciclina. Além disso, apresentaram-se sensiveis
apenas a Amicacina, Gentamicina, Polimixina B e Tobramicina sendo dessa forma classificados

como Multirresistentes (MDR) (Tabela 4). Uma linhagem recebe essa classificagdo quando
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apresenta resisténcia a ao menos um antibiético em trés classes diferentes de antibidticos, de acordo

com (Magiorakos et al. 2011).

Tabela 4. Perfil de resisténcia e sensibilidade apresentado pelos 3 isolados bacterianos para 0s

antibioticos testados.

Resisténcia Sensibilidade

Aztreonam, Ciprofloxacina, Cefepime, Amicacina, Gentamicina, Polimixina B,

Imipenem, Levofloxacina, Meropenem, Tobramicina
Norfloxacina, Ofloxacina,
Piperacilina/Tazobactam, Ticarcilina/Acido
Clavulanico, Amoxicilina/Acido Clavulénico,
Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam, Cefalotina,
Cefoxitina, Cefazolina, Cloranfenicol,
Ceftriaxona, Cefotaxima, Cefuroxima,
Ertapenem, Nitrofurantoina,

Sulfametoxazol/Trimetoprim, Tetraciclina.

Os resultados das PCRs para a deteccdo de genes de resisténcia nas linhagens mostraram
que os trés isolados (Kp 31, Kp 32 e Kp 34) apresentaram-se positivas para a presenga de
carbapenamases do tipo KPC e metalo beta-lactamases do tipo VIM. E as amostras Kp 32 (swab
nasal) e Kp 34 (swab retal) ainda apresentaram-se positivas para beta lactamases de espectro

estendido do tipo TEM e SHV (Tabela 5).

Tabela 5. Deteccdo de genes de resisténcia a antimicrobianos nas linhagens de Klebsiella

pneumoniae por meio de PCR.

MULTIPLEX SIMPLEX
Isolados blanpm blakpc blajmp blaoxa blayim blages
Kp 31 - + - - + -
Kp 32 - + - - + -
Kp 34 - + - - + -
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3. Perfil de similaridade genética

O perfil de similaridade genética apresentado pelos trés isolados foi determinado pela
amplificacdo de sequéncias repetitivas intergénicas de enterobactérias — ERIC-PCR (Versalovic et
al., 1994), tipagem por multi-locus conforme determinado pelo banco de dados de K. pneumoniae
MLST DATABASE (http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Kpneumoniae.html). e
analise de perfil plasmidial Os trés isolados apresentaram o mesmo perfil plasmidial (Figura 9) e
de amplificacdo de sequéncias ERIC (Figura 10). Além disto, a analise de MLST demonstrou que
todos possuem uma memsa origem clonal, sendo identificados como ST11 e pertencente ao
complexo clonal 258 (Tabela 6). Desta forma, os resultados apontam que os trés isolados pertencem

a uma mesma linhagem bacteriana que foi isolada de trés sitios diferentes do paciente.

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose

0,7% para analise do perfil plasmidial das
trés linhagens Kp 31, 32 e 34 V517:
linhagem de Escherichia coli padrdo para
peso  molecular plasmidial  (55Kpb;

7,4Kpb;4Kbp; 2,8Kpb; 2,0 Kpb)
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Figura 10. Eletroforese em gel de
agarose 1,5% mostrando o perfil de
amplificacdo de sequéncias ERIC
(Enterobacterial repetitive intergenic
consensus) das linhagens  de
Klebseilla pneumoniae Kp 31, Kp 32
e Kp 34. PM: padrdo de peso

molecular (Invitrogen).

Klebsiella pneumoniae Kp 31, Kp 32 e Kp 34.

Tabela 6. Alelos identificados por sequenciamento de multi-locus das linhagens de

Alelos ST CcC
Isolados
gapA | infB mdh Pgi phoE | rpoB | tonB
Kp 31 3 1 1 1 1 4 11 | CC258
Kp 32 3 1 1 1 1 4 11 | CC258
Kp 34 3 1 1 1 1 4 11 | CC258
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CFU X 10%

4. Avaliacao do potencial de producéo de biofilme em superficie abidtica e da

capacidade de sobrevivéncia em sangue total e soro humano

A capacidade de producdo de biofilme exibida pelos trés isolados foi determinada por meio
de deteccdo de biofilme em superficie de poliestireno conforme descrito por (Stepanovic et al.
2004). A analise realizada demonstrou que todos os trés isolados foram classificados como fortes
produtores de biofilme.

A capacidade de sobrevivéncia em sangue total humano e soro humano foi realizada como
descrito por (DeLeo et al., 2017) a partir da contagem de unidades formadoras de coldnias apds
diferentes tempos de incubacdo dos isolados em sangue total e soro. Os dados (Figura 11)
demonstram que os isolados apresentam multiplicacdo e ou capacidade de sobrevivéncia durante 30
minutos em sangue sendo a Kp 31 o Unico isolado que continuou sua multiplicacdo no sangue apés
30 minutos até o tempo de 120 minutos que foi o tempo que durou o teste. Em soro, os trés isolados
foram capazes de sobreviver e se multiplicar em 30 minutos e, excetuando-se a Kp 31, 0s outros

dois isolados mantiveram o comportamento de multiplicacdo até o tempo de 120 minutos.

Sobrevivéncia em sangue B Sobrevivéncia em soro
- Kpi 44
- Kp 32
—h— Kp 34 34
m=l
» ol
=
.
(3]
1_
0 50 100 150 04 T T 1
0 50 100 150
Tempo (min) .
Tempo (min)

Figura 11. Unidades formadoras de colénias (CFUs) recuperadas ap0s a incubacao dos isolados de
Klebsiella pneumoniae em sangue (A) e em soro (B) humanos nos tempos de 0, 30, 60 e 120

minutos.
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5 .Capacidade de infeccéo e de sobrevivéncia dos isolados no interior de células
epiteliais da linhagem HEp-2

Os isolados bacterianos foram utilizados para infectar células epiteliais da linhagem HEp-2
para avaliacdo de seus potencias citotoxicos (por meio do teste de viabilidade celular) e de suas
capacidades de sobrevivéncia no interior de células epiteliais frente a producdo de mecanismos
microbicidas (producio de Oxido Nitrico e esp[ecies reativas de oxigénio).

A capacidade de infeccdo e de sobrevivéncia dos isolados no interior de células epiteliais da
linhagem HEp-2 foi realizado conforme descrito por (Favre-Bonte et al., 1999). Apés a infeccdo
das células epiteliais, a capacidade de sobrevivéncia dos isolados foi avaliada por meio da lise das
células HEp-2 e cultivo dos isolados bacterianos em agar MacConkey depois de diferentes tempos
de incubacéo.

Para celulas infectadas com Kp 31, foram observadas 14700 unidades formadoras de colénia
(CFU) nos tempos de 3 horas p.i (apds infeccao), 29000 em 6 horas p.i e 22666 24 horas p.i. Para as
células infectadas com Kp 32 foram observadas 16500 CFUs 3 horas p.i, 19500 em 6 horas p.i e
36500 24 horas p.i. Para células infectadas com Kp 34 foram 21333 CFUs 3 horas p.i, 20666 6
horas p.i e 24500 no tempo de 24 horas p.i.

Os resultados demonstram que os isolados sdo capazes de sobreviver, se manter e

multiplicar-se no interior dessa linhagem celular 3, 6 e 24 horas ap0s a infec¢édo (Figura 12).
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Figura 12. Unidades formadoras de coldnias (CFUs) recuperadas apés a infeccdo de células epiteliais da linhagem
HEp-2 por isolados de Klebsiella pneumoniae nos tempos de 3 (trés), 6 (seis) e 24 (vinte e quatro) horas. A: Células
HEp-2 infectadas por Kp31; B: Células HEp-2 infectadas por Kp32; C: Células HEp-2 infectadas por Kp34; Ensaio

referente a uma triplicata experimental. A analise estatistica foi realizada por Anova.

Na analise da dosagem de 6xido nitrico (NO) nos diferentes tempos de infeccdo, observou-
se que quando infectadas por Kp 31 e Kp 32, as células HEp-2 mostraram uma baixa producéo de
NO 3 e 6 horas apds a infeccdo, contudo, nos tempos de 24 e 48 horas apos a infeccdo houve um
aumento significativo na producdo de NO (Figura 13). O comportamento apresentado pelas células
apos a infeccdo com Kp 34 foi diferente produzindo uma quantidade consideravel de NO ja nos
periodos de 3 e 6 horas ap0s a infec¢do. A producdo maior de NO se deu 24 horas ap0s a infec¢édo e
em 48 horas houve uma diminuicdo da quantidade de NO produzida.

Na analise da producdo de espécies reativas de oxigénio no periodo de 1 hora pds a infecgéo
observou-se a maior quantidade de producdo de ROS. No periodo de 3 horas ap6s a infeccéo essa
producdo decresce um pouco e no periodo de 6 horas volta a aumentar. Nos periodos de 1 e 3 horas
a Kp 34 apresenta-se como a maior produtora de ROS, no entanto, no tempo de 6 horas passa a

produzir menos e Kp 31 e Kp 32 passam a produzir maior quantidade de ROS (F igura 14).
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Figura 13. Dosagem de oOxido nitrico (NO) 3, 6, 24 e 48 horas a partir do sobrenadante da cultura de células HEp-2
infectadas pelo isolados Kp 31 (A), Kp 32 (B) e Kp 34 (C) em diferentes tempos. NE: controle de células néo

infectadas. Ensaio referente a uma triplicata experimental. A analise estatistica foi realizada por Anova e o asterisco
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Figura 14. Atividade microbicida da célula pela geracao de espécies reativas de oxigénio analisadas

citometria de fluxo das células depois de 1 hora (A), 3horas (B) e 6 horas (C) da infeccdo com as

linhagens bacterianas. UNS: células HEp-2 ndo estimuladas. C+ :controle positivo realizado com

Menadiona 50 uM. Ensaio referente a uma triplicata experimental. Canal utilizado foi FL-1. A

analise estatistica foi feita por Anova e o asterisco (*) representa p< 0,05 em relagdo ao grupo

controle UNS.
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Apos a infeccdo das células HEp-2 com os isolados bacterianos observou-se que no periodo
de 3 e 6 horas ap06s a infecgdo os trés isolados provocaram reducdo da viabilidade celular sendo que
Kp 34 causou uma reducdo maior da viabilidade das células do que os outros dois isolados.

Contudo, em 24 horas ap0s a infec¢do a viabilidade celular voltou a aumentar (Figura 15).
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Figura 15. Viabilidade celular 3, 6 e 24 horas ap0s a infeccdo com os isolados Kp 31 (A), Kp 32 (B) e Kp 34 (C). A taxal
de sobrevivéncia foi calculada usando como referéncia a sobrevivéncia de 100% da cultura de células ndo infectadas e o

controle de morte celular foi de 20% de DMSO no meio de cultura.

A andlise conjunta dos resultados capacidade de infeccdo e sobrevivéncia sugerem que 0s
trés isolados sdo citotoxicos para as células HEp-2 nas primeiras seis horas de infeccdo. Apos 24
horas, o potencial citotdxico bacteriano decresce paralelamente ao aumento da produgdo do
mecanismo microbicida NO pelas células epiteliais. Neste periodo, ocorre também a multiplicacao
bacteriana no interior celular sugerindo que os isolados de K. pneumoniae, sdo capazes de

sobreviver frente a mecanismos microbicidas da célula hospedeira.

6. Perfil de expressdo de PPAR-y pelas células HEp-2 infectadas

Para a determinacdo da expressdo de PPAR-y as células HEp-2 foram infectadas e nos

periodos de 3, 6, 24 e 48 horas ap6s a infeccdo foram submetidas a extracdo das proteinas para a
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realizacdo de western blotting (WB) para verificar a expresséo de PPAR-y. Nas células infectadas
com as linhagens Kp 31 e Kp 32 0 WB mostrou expressdo de PPAR-y em 24 ¢ 48 horas apos a
infeccdo com os isolados. Ja nas células infectadas com Kp 34 observou-se a expressdo de PPAR-y
ja no tempo de 6 horas ap6s a infecgdo e um aumento nos tempos seguintes de 24 e 48 horas apos a

infeccdo (Figura 16).

3hs Ghs 24hs 48hs 3hs Ghs 24hs 48hs

Figura 16. Western blotting para a proteina PPAR-y 3, 6, 24 e 48 horas ap0s a infec¢cdo de células
HEp-2 com os isolados Kp 31 (A), Kp 32 (B) e Kp 34 (C). NE: Controle de células ndo infectadas.
Para a deteccdo foi utilizado o anticorpo (PPAR-y H-100 Santa Cruz Biotechnology). A

concentracdo de proteinas usadas para o experimento foi de 50 ug.

7. Papel do PPAR-y na capacidade de sobrevivéncia intracelular dos isolados

bacterianos.

Apos a definicdo do tempo de expressdo de PPAR-y pelas células epiteliais, seu papel na
sobrevivéncia intracelular exibida pelas linhagens hipermucoides de K. pneumoniae foi avaliado por
meio da infeccdo de células HEp-2 com inibig&o de expressdo de PPAR-y e com super-expressao de
PPAR-y.

Para o0 estudo do efeito de inibicdo de PPAR-y, células HEp-2 cultivadas com o inibidor
GW9662 foram submetidas a infeccdo. Apds 24 horas, as células foram utilizadas para avali¢do da

sobrevivéncia bacteriana (por meio da contagem de unidades formadoras de colénias),
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quantificacdo de Oxido nitrico e quantificacdo de corpusculos lipidicos por citometria (FACSVerse
BD Bioscience).

Para avaliar o efeito da super-expressdo de PPAR-y, as células epiteliais foram transfectadas
com o plasmidio GS56450-2 pcDNA3.1(+)-seq2 para a super-expressao de PPAR-y. Apds 24, as
celulas foram utilizadas para avalicdo da sobrevivéncia bacteriana (por meio da contagem CFU),
quantificacdo de oxido nitrico e quantificacdo de corplsculos lipidicos por citometria de fluxo

(FACSVerse BD Bioscience) .

7.1 Efeito da inibicdo de PPAR-y em células HEp-2 na capacidade de sobrevivéncia

intracelular dos isolados bacterianos

Nos experimentos de sobrevivéncia das linhagens no interior de células HEp-2 com PPAR-y
inibido pelo uso de GW9662 notou-se que quando este foi inibido as linhagens bacterianas
apresentavam uma menor sobrevivéncia no interior das células (Figura 17).

Para células infectadas com Kp 31 sem o uso do inibidor GW9662, foram observadas 34700
CFUs e 21650 CFUs para as células infectadas na presenca do inibidor. Para as células infectadas
com Kp 32 sem o uso do inibidor, foram observadas 55500 CFUs e 35500 CFUs para as células
infectadas na presenca do inibidor. Para as células infectadas com Kp 34 sem o uso do inibidor

foram observadas 48050 CFUs e 13100 CFUs para as celulas infectadas na presenca do inibidor.
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Figura 17. Unidades formadoras de coldnias (CFUs) recuperadas ap6s a infeccdo de células
epiteliais da linhagem HEp-2 por isolados de Klebsiella pneumoniae no tempo de 24 (vinte e quatro)
horas. A: Células HEp-2 infectadas por Kp31; B: Células HEp-2 infectadas por Kp32; C: Células
HEp-2 infectadas por Kp34. Toda cultura celular foi incubada com o inibidor GW9662 1 hora antes

da infecgdo. A analise estatistica foi realizada por Anova.

Nos experimentos em que as células HEp-2 foram infectadas na presenca do inibidor de
PPAR-y GW9662 o sobrenadante foi coletado 24 horas apos a infecgdo para a dosagem de 6xido
nitrico. Observou-se uma maior producdo de NO na presenca do inibidor GW9662 do que na

auséncia do inibidor (Figura 18).
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Figura 18. Dosagem de éxido nitrico (NO) na presenca do inibidor GW9662 24horas apo6s a
infecgdo com os isolados Kp 31 (A), Kp 32 (B) e Kp 34 (C). NE: Controle de células ndo infectadas.
NE+GW: Controle de células ndo infectadas na presenca de GW9662. A anélise estatistica foi
realizada por Anova e o asterisco (*) representa p< 0,05 em relagcdo aos grupos controles NE e

NE+GW.

7.2 Efeito da super-expressdo de PPAR-y em células HEp-2 na capacidade de sobrevivéncia

intracelular dos isolados bacterianos

As células HEp-2 foram transfectadas com o plasmideo GS56450-2 pcDNA3.1(+)-seq2 para
a super-expressdo de PPAR-y e apds 24 horas da infeccdo das células transfectadas com as
linhagens foi realizada a contagem de CFUs bacterianas.

Para células infectadas com Kp31 ndo transfectadas foram observadas 4383 CFUs, 4576
CFUs para as transfectadas com o vetor vazio (VV) e 8660 para as células transfectadas com o
plasmideo de super-expressdo. Para as células infectadas com Kp 32 ndo transfectadas foram
observadas 3020 CFUs, 4686 CFUs para as transfectadas com o vetor vazio e 6360 para as células
transfectadas com o plasmideo de super-expressdo. Para células infectadas com Kp 34 ndo

transfectadas foram observadas 2373 CFUs, 3486 CFUs para as transfectadas com o vetor vazio e
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7270 para as células transfectadas com o plasmideo de super-expressdo. Os resultados indicam que
a sobrevivéncia dos isolados nas celulas transfectadas é maior em células HEp-2 que

superexpressavam PPAR-y do que nas células ndo transfectadas (Figuras 19).
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Figura 19. Unidades formadoras de colénias (CFUs) recuperadas ap6s a infeccdo de células
epiteliais da linhagem HEp-2 por isolados de Klebsiella pneumoniae em diferentes no tempo de 24
(vinte e quatro) horas. A: Células HEp-2 infectadas por Kp31; B: Células HEp-2 infectadas por
Kp32; C: Células HEp-2 infectadas por Kp34. VV: Células transfectadas com vetor vazio. VS:
Células transfectadas com plasmideo para a super-expressdo de PPAR-y . A andlise estatistica foi
feita por Anova e o asterisco (*) representa p< 0,05 em relacdo aos grupos infectados com as

bactérias (Kp 31, Kp 32 e Kp 34).

Nos experimentos em que as células HEp-2 foram transfectadas com o plasmideo para a
superexpressdo de PPAR-y o sobrenadante foi coletado 24 horas apos a infecg¢do para a dosagem de
oxido nitrico. Observou-se que a producdo de 6xido nitrico nas células infectadas com as linhagens
bacterianas e que foram transfectadas com o plasmideo para a superexpressdo de PPAR-y foi menor

quando comparadas com as células infectadas, mas ndo transfectadas (Figuras 20).
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Figura 20. Dosagem de 6xido nitrico (NO) 24 horas ap06s a infeccdo com os isolados Kp 31 (A), Kp
32 (B) e Kp 34 (C) de células HEp-2 transfectadas. C: grupo controle formado por células ndo
infectadas (NE) com os isolados e por células infectadas, mas ndo transfectadas. VV: células
transfectadas com o vetor vazio e que foram infectadas com os isolados e que ndo foram infectadas
(NE). VS: células transfectadas com o vetor de super-expressdo que foram infectadas com os
isolados e que ndo foram infectadas (NE). A analise estatistica foi feita por Anova e o asterisco (*)

representa p< 0,05 em relacdo aos grupos controles NE.

8. Quantificacdo de corpusculos lipidicos

No experimento de quantificacdo de corpusculos lipidicos marcados com a sonda lipofilica
BODIPY para analise por citometria de fluxo, observou-se maior biogénese de corpusculos
lipidicos nas células infectadas com as bactérias quando comparadas com as células infectadas
pelos isolados, mas que haviam sido transfectadas com o plasmideo para superexpressdo de
PPAR-y (Figura 21). Como controle positivo para a produgdo de corpusculos lipidicos foi
utilizado o LPS acrescido nas células 24 horas antes da realizacdo da marcacdo. Como controle
também foi realizada a transfeccdo em células com o plasmideo sem o inserto para a

superexpresséo de PPAR-y.
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Figura 21 . Quantificacdo, por citometria de fluxo, da producao de corpusculos lipidicos por células
HEp-2 ndo transfectadas (Kp 31, Kp 32 e Kp 34) e células transfectadas com o plasmideo para a
superexpressdo de PPAR-y (Kp 31 VS, Kp 32 VS e Kp 34 VS) e com o plasmideo sem o inserto
para a superexpressao (Kp 31 VV, Kp 32 VV, Kp 34 VV). LPS séo as células HEp-2 estimuladas
com LPS 24 horas antes da marcacgdo das células. O ensaio refere-se a uma triplicata experimental.
O canal utilizado foi o FL-1. A analise estatistica foi feita por Anova e o asterisco (*) representa p<

0,05 em relacdo ao grupo infectado com os isolados (Kp 31, Kp 32 e Kp 34).

V. Discussao

Neste trabalho visamos realizar a avaliagdo do papel do PPARy na colonizagdo e
sobrevivéncia em células epiteliais da linhagem HEp-2 de isolados hipermucoides de K.
pneumoniae causadores de bacteremia. Descrevemos aqui a sobrevivéncia dos isolados no interior
dessas células mediante os mecanismos microbicidas da célula e mediante a presenca e auséncia de
PPARy. Também foi realizada a caracterizagdo microbiologica desses isolados a fim de se entender
as caracteristicas desses isolados que permitem com que estes sobrevivam dentro da célula
hospedeira.
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Caracterizacdo microbioldgica

Como parte da caracterizacdo microbioldgica os isolados desse estudo foram identificados
como pertencentes ao ST11 e portadores de genes de resisténcia como KPC, VIM, SHV e TEM.

Em um estudo realizado pelo Instituto Oswaldo Cruz (FioCruz) do Rio de Janeiro para a
determinacdo do MLST de 113 isolados de K. pneumoniae portadoras de KPC provenientes de
varios estados do Brasil mostrou que a presenca de K. pneumoniae portadoras de KPC é frequente
no Distrito Federal visto que 34% dos isolados eram provenientes daqui. Apés a realizacdo do
MLST, também foi observado que a maior parte dos isolados do DF pertencia ao ST11 seguido pelo
ST340. Além da prevaléncia na regido Centro-Oeste, esse ST também se mostrou prevalente no
Nordeste e comparando-se entre todos os estados foi um dos trés STs mais prevalentes (Pereira et
al., 2012).

Por todo 0 mundo, o ST258 ¢é o clone principal que contribui para a disseminacdo de K.
pneumoniae portadoras de KPC. E o que se observa na Polonia (Baraniak et al., 2009), Noruega
(Samuelsen et al., 2009), Suécia (Samuelsen et al., 2009), Grécia (Giakkoupi et al., 2011), Israel
(Chmelnitsky et al., 2009), Finlandia (Osterblad et al., 2009), Italia (Richter et al., 2012), Alemanha
(Wendt et al., 2010), Dinamarca (Hammerum et al., 2010), Hungria (Toth et al., 2010) e Estados
Unidos (Kitchel et al., 2009). Contudo, o ST11 é uma variante single-locus do ST258 e tem sido
observado como o principal clone dentre as K. pneumoniae portadoras de KPC na Asia,
principalmente na China (Yang et al., 2013) tendo sido observado em varios outros paises da
Amarica Latina (Munoz-Price et al., 2013) e Tailandia (Netikul et al., 2014). Os dois ST pertencem
ao mesmo complexo clonal CC258 juntamente com outros 5 clones (ST270, ST340, ST379, ST407
e ST418). Dessa forma, 0 ST11 se mostra também como um clone dominante de K. pneumoniae
portadores de KPC.

Tanto o clone ST258 quanto o ST11 sdo considerados clones de alto risco internacional, isso

significa que estes sdo clones com uma distribuicdo global e que demonstram uma capacidade
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superior de colonizar, disseminar e persistir em uma variedade de nichos (Baquero et al., 2013).
Esses clones adquiriram tragos que aumentaram sua patogenicidade e habilidades de sobrevivéncia
juntamente com a aquisi¢do de mecanismos de resisténcia antimicrobiana (Pitout et al., 2015).

A capacidade de resisténcia aos efeitos microbicidas do soro € um dos mecanismos obtidos
por esses clones que os tornam altamente capazes de colonizacdo e se disseminar.

Os isolados desse estudo mostraram capacidade de sobreviver e se multiplicar em sangue
total e em soro por 30 minutos, sendo a Kp 31 o Unico isolado que continuou sua multiplica¢do no
sangue apds 30 minutos até o tempo de 120 minutos e em soro.Os outros dois isolados (Kp32 e
Kp34) mantiveram o comportamento de multiplicacdo até o tempo de 120 minutos. J& se tem
descrito em estudos realizados por Shah et al.(2017) que cepas hvKp demonstram resisténcia ou
uma sensibilidade intermediaria aos efeitos bactericidas do soro humano quando comparadas as
cepas cKp. Além disto, os autores também notaram que cepas hvKp eram mais provaveis de
produzir um biofilme moderado ou forte em comparagdo com cKp. Em nosso trabalho, observamos
que nossos isolados também mostraram resisténcia em soro, sendo capazes nao apenas de
sobreviver como de se multiplicar.. Os isolados também demonstraram capacidade de produzir forte
biofilme, estando conforme o observado em estudos anteriores (Shah et al., 2017). Estudos sugerem
que a resisténcia ao soro seja promovida pelo antigeno O do LPS ou pela capsula polissacaridica
(Tomas et al., 1986). Merino et al em 1992 também sugere que a deposi¢do do complemento C3b
ocorre muito distante da membrana nessas linhagens de K. pneumoniae que apresentam resisténcia
ao soro e, por esse motivo, C5b-C9 MAC falhariam em se formar. Contudo, esse mecanismo ainda
ndo explicaria completamente todos os casos de K. pneumoniae resistentes a atividade microbicida
do soro (DeLeo et al., 2017).

Quando se trata de K. pneumoniae uma das preocupagdes mais frequentes € a resisténcia a
antibidticos, principalmente aos carbapenémicos e agora mais recentemente a resisténcia a opgoes
terapéuticas como a colistina. Os isolados desse trabalho apresentam-se resistentes aos

carbapenémicos, quinolonas e beta-lactamicos, mostrando-se  sensiveis apenas aos
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aminoglicosideos.Quando a bactéria apresenta esse tipo de resisténcia, o tratamento torna-se
bastante dificil, contudo, estudos ja demonstram alternativas para um possivel tratamento. E o que
ocorre em um relato de caso de uma bacteremia causado por K. pneumoniae portadora de KPC,
PDR (pan-resistente), resistente a colistina feito por Oliva et al em 2015. Esse estudo mostra
sucesso no tratamento dessa infecc¢do utilizando uma nova abordagem terapéutica em que utiliza-se
colistina mais uma dupla de antibioticos carbapenémicos, meropenem e ertapenem. A colistina teria
0 papel de provocar uma interrupcdo na membrana celular externa da bactéria permitindo com que
os outros dois antibidticos atinjam concentracdes adequadas no interior da célula. Mais
precisamente, o ertapenem se ligaria as enzimas hidroliticas funcionando como um inibidor suicida
permitindo assim com que 0 meropenem exerca sua atividade bactericida. Esse regime terapéutico
de combinacdo de antibidticos ja tem sido utilizado e descrito na literatura para o tratamento de
infeccOes por K. pneumoniae portadoras de KPC (Oliva et al. 2014;Tascini et al., 2013). Como 0s
estudos citados se assemelham ao caso do paciente do qual os isolados utilizados nesse trabalho
foram obtidos, essa seria uma solucdo terapéutica passivel de ser estudada e possivelmente

empregada em casos COmMo esses.

Sobrevivéncia em células epiteliais e citotoxicidade celular

K. pneumoniae é um patogeno extracelular capaz de ser internalizado por células nao
fagociticas. Estudos mostram que a presenca de capsula é um fator que dificulta essa internalizacédo
sendo as variantes sem capsula internalizadas em um ndmero maior que as variantes capsuladas
(Sahly et al., 2000). A capsula também seria um fator que dificultaria essa adesdo possivelmente
recobrindo as adesinas e impedindo que estas se ligassem aos seus receptores nas células epiteliais.
Outra possibilidade seria que a capsula impediria a montagem de fimbrias do tipo 1 na superficie
bacteriana (Matatov et al., 1999) e uma terceira hipétese para a baixa internalizagdo de cepas
portadores de capsula seria que as células epiteliais diferentemente das células fagociticas nédo

expressam receptores de manose que reconhecem os antigenos capsulares (Ofek et al., 1995).
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Em nosso estudo, observou-se que os isolados de K. pneumoniae apresentavam um efeito
citotoxico sobre as células, o que esta de acordo com a literatura visto que estudos realizados por
Cano et al em 2009 mostraram que estirpes altamente capsuladas de K. pneumoniae promoviam
efeito citotoxico em células epiteliais de pulmdo (A549). O efeito citotoxico comegou a ser
observado usando-se um MOI de 1:1000 em um periodo de infeccdo com duragdo de 5 horas. Em
nosso trabalho, foi utilizado o mesmo MOI porém, o periodo de infeccdo foi de apenas 2 horas e 0
efeito citotoxico foi observado 6 horas ap6s o término da infecgdo. Em células infectadas com Kp
34 o efeito citotoxico foi observado ap6s 3 horas da infeccdo. Nesse mesmo estudo de Cano et al
eles comprovaram que a infeccdo nas mesmas condi¢fes por linhagens sem cépsula ndo eram
capazes de promover o mesmo efeito citotoxico na célula mesmo a taxa de adesdo das cepas sem
capsula sendo notadamente maior do que com as cepas sem capsula.

Especula-se no estudo de Cano et al que o efeito citotoxico causado por K. pneumoniae em
celulas epiteliais de pulmé&o possa ser promovido pela producdo de vesiculas de membrana externa
que entregariam toxinas as células ja que ndo se tem nessa bactéria registros da presenca de
sistemas de secrecdo, principalmente do tipo Ill (T3SS). Esse sistema de secrecdo é utilizado por
Pseudomonas aeruginosa (Shafikhani et al., 2008), E. coli (Shifrin et al., 2002), e Bordetella
bronchiseptica (Kuwae et al., 2003) e é notadamente responsavel por causar citotoxicidade em
células eucaridticas por meio da injecdo de moléculas efetoras que causam o efeito citotdxico.
Embora de fundamental importancia, a capsula ndo é suficiente para promover, sozinha, o efeito
citotoxico nas células epiteliais, indicando dessa forma que é necessaria uma associacdo entre
capsula e outros fatores de viruléncia de K. pneumoniae para causar citotoxicidade em células
eucarioticas.

Em outros estudos utilizando células HepG2 infectadas com K. pneumoniae isolada de um
paciente com abcesso hepatico observou-se efeito citotoxico acentuado 8 e 12 horas apds a infeccéo.

No periodo de 12 horas, aproximadamente 10% das células infectadas estavam viaveis (Yang et al.,
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2012). Células infectadas por Kp 34, no periodo de 3 horas pos infec¢do, j& apresentava menos de
20% viabilidade. Apds 6 horas da infec¢éo a viabilidade celular foi reduzida a 10%.

O estudo realizado por Leone et al em 2015, que teve por objetivo verificar a capacidade de
linhagens de K. pneumoniae, K. pneumoniae-KPC (Kp-KPC) e K. pneumoniae-KPC - resistentes a
colistina (Kp-KPC-Col-R) em invadir células epiteliais in vitro constataram que as duas ultimas
apresentam maior capacidade de invadir células epiteliais do que as linhagens sensiveis. Os
experimentos utilizaram células de epitélio de intestino (Caco2), pele (HaCaT), pulmao (NCI-H460)
e rim (786-0) e observou-se que Kp- KPC e Kp-KPC-Col-R sdo mais internalizadas por células
epiteliais do que K. pneumoniae. Ademais, Kp-KPC-Col-R apresentaram maior capacidade de
internalizacdo por essas células do que Kp-KPC. No mesmo estudo, também observou-se que a
viabilidade de células infectadas por Kp-KPC e Kp-KPC-Col-R era significativamente menor
quando comparada as células infectadas por K. pneumoniae. Ainda verificou-se que a morte das
celulas Caco2 ocorria por necrose. Ja se tem descrito na literatura uma associagdo entre resisténcia a
antibiotico e adesdo as células epiteliais do intestino (Di Martino et al., 1997), mas nao se sabe ao
certo qual seria a possivel associacdo entre resisténcia a colistina e aumento da capacidade de
internalizacdo por células epiteliais, especula-se que as alteragdes promovidas na membrana que
levam a resisténcia a colistina também ofereceriam alguma vantagem na capacidade de

internalizacdo e infeccdo das células (Leone et al., 2015).

O papel do PPAR-y na sobrevivéncia intracelular dos isolados HvKP

Em nossos estudos podemos observar que a expressdao de PPAR-y aumentou conforme o
tempo poés infeccdo, sendo observado principalmente nos periodos de 24 e 48 horas apos a infecgéo.
E notamos também que na presenca de PPAR-y, as bactérias eram capazes de sobreviver em maior
quantidade no interior das células do que quando este fator estava inibido por GW9662. Esse é um

resultado também observado em outros estudos.

80



Sabe-se que PPAR-y ¢ up-regulated durante infeccdo de macrdfagos com espécies de
Myicobacterium (Stavrum et al., 2011) ou durante a infec¢do de células epiteliais com espécies de
Salmonella (Kelly et al., 2004). Também foi observado em estudos de Abdullah et al em 2012 um
aumento da expressdo de PPAR-y em macrofagos infectados com Listeria monocytogenes. Nesse
mesmo estudo também observou-se que na auséncia de PPAR-y os macrofagos conseguiam
promover maior clearence bacteriano do que os macrofagos com a presenca de PPAR-y. Nos
estudos de Almeida et al em 2009, também verificou-se que quando PPAR-y estava inibido em
macrofagos aumentava-se a capacidade de eliminacdo de Mycobacterium dessas células. Devido ao
papel anti-inflamatério do PPAR-y tal aumento na expressio de PPARy em macrofagos apos
infeccdo bacteriana pode dar origem a evasdo de respostas imunes inatas que atuam em diversos
mecanismos efectores imunes (Glass et al., 2008). Essas propriedades anti-inflamatérias do PPAR-y
teriam entdo uma funcdo protetora para esses patdgenos, permitindo que estes sobrevivessem no
interior das células na presenca desse fator. Neste estudo de Abdullah também utilizaram
camundongos transgénicos em que faltava PPAR-y nas células mieldides desses animais e
observou-se também que os animais trangénicos em que faltava PPAR-y nas células mieloides
eram mais resistentes a infeccdo com L. monocytogenes, sustentando a hipétese de que a expressao

de PPARY pode ajudar a bactéria a evadir as primeiras fases de imunidade inata.

PPAR-y e biogénese de corpusculos lipidicos

Nos experimentos de citometria de fluxo realizados para verificar a producao de corpusculos
lipidicos (CLs) em células HEp-2 infectadas pelos isolados, observou-se a redugdo dos mesmos
quando as células estavam transfectadas com o plasmideo com inserto para a superexpressao de
PPARY.

Isso poderia sugerir que os isolados bacterianos poderiam estar utilizando os corpusculos

lipidicos para sua sobrevivéncia e proliferagdo no interior das células. Esse mecanismo de uso dos
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corpusculos lipidicos de células ja foi descrito para outras bactérias, como Mycobacterium spp e
poderia ser 0 que esta acontecendo também para 0s nossos isolados.

A biogénese de CLs em células infectadas por Mycobacterium leprae apresenta um papel
importante na patogénese dessa bactéria facilitando a persisténcia desse patdgeno nas células por
pelo menos dois mecanismos: primeiramente durante a adesdo e internalizagcdo de M. leprae, 0s
corpusculos lipidicos sdo prontamente recrutados e acumulados em fagossomos contendo bactérias
(Mattos et al. 2011). O recrutamento desses corpusculos lipidicos provavelmente constitui uma
estratégia intracelular de M. leprae para adquirir lipidios das células hospedeiras como fonte
nutricional e / ou abrigo para promover a sobrevivéncia bacteriana. Em segundo lugar, a
acumulacdo de lipidos derivados do hospedeiro em células infectadas favorece a geracdo de uma
resposta imune inata que pode contribuir para um ambiente favoravel para a proliferacdo de M.
leprae em pele e nervos lepromatosos. Estudos mostram que quando a biogénese de CLs € impedida,
a célula infectada consegue matar as bactérias intracelulares corroborando a teoria de que 0s
corpusculos seriam utilizados para permanecer na célula mantendo a infeccdo (Mattos et al. 2011).

Existem imagens também que mostram que os corpusculos lipidicos em células infectadas
mantém-se proximos, aderidos ou até mesmo no interior dos vactolos contendo as bactérias.
Observou-se in vitro, em células de Schwann, um sofisticado mecanismo de relocalizacdo de
proteinas responsaveis pela diferenciacdo adiposa promovida por rearranjos no citoesqueleto da
célula em células infectadas por M. leprae. Quando esses rearranjos no citoesqueleto eram
impedidos e consequentemente impedia-se a movimentacdo dos corpusculos lipidicos também,
verificou-se uma reducéo na sobrevivéncia das bactérias nas células infectadas (Mattos et al. 2011a).
Esses dados reforcam sugerem que M. leprae é capaz de interceptar as vesiculas exociticas da via
secretoria e reforcam a teoria do uso dos corpusculos lipidicos como uma fonte de nutrientes para as
bactérias. Microscopias eletronicas também sugerem a presenca do conteddo dos corpusculos
lipidicos em vacuolos no interior de bactérias (D'Avila et al. 2006). Estudos mostram que a beta

oxidagcdo de 4acidos graxos € a via dominante de obtencdo de energia durante a infeccdo. A
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utilizacdo e modulacdo das vias lipidicas representam um mecanismo pelo qual as bactérias séo
capazes de causar e manter a infeccdo bacteriana (Marques et al. 2008).

Outros estudos ainda associam a formacéo de corpusculos lipidicos com a capacidade de
fagossomos contendo Mycobacterium tuberculosis de permanecerem em estado de laténcia por
periodos prolongados no hospedeiro e evitar drogas anti-micobacterianas (Peyron et al. 2008) e
(Daniel et al. 2011).

Estudos mostram que os CLs sdo organelas chave relacionadas a inflamacdo com papéis
principais na producdo de eicosandides (Bozza et al., 2011). A sintese de eicosandides pode ocorrer
em locais de corpusculos lipidicos recém-formados durante infeccbes micobacterianas (D'Avila et
al. 2006). Essa sintese de eicosandides nesses sitios, principalmente de prostaglandinas, pode
funcionar como moléculas pro-inflamatorias ou inibidores potentes de varios aspectos da resposta
imune inata e adaptativa (Weissmann et al., 1993;Dooper et al. 2002). Quando funcionando como
moléculas pré-inflamatorias os eicosanoides promoveriam necrose celular que permitiria que as
bactérias se disseminassem e infectassem novas células (Chen et al. 2008) e funcionando como
inibidores, atuariam inibindo a resposta imune permitindo assim o crescimento e manutencdo da
infeccdo no hospedeiro (D'Avila et al. 2006).

PPAR-y ¢ um regulador negativo da expressdao de genes relacionados a inflamagdo e da
ativacdo de macrofagos (Jiang et al., 1998) e (Ricote et al., 1998). PPAR-y exerce seu papel anti-
inflamatorio por meio da trans repressdo e interacdo negativa com fatores de transcricdo pro-
inflamatorios como NFkB ou pela estabilizagdo de complexos co-repressores como SMRT ou
NCoR em promotores dos genes alvo (Jiang et al., 1998). Dentre os genes alvo da a¢éo inibidora do
PPAR-y estdo citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias.

PPAR-y ¢ conhecidamente up-regulated durante a infeccdo de macrofagos por
Mycobacterium spp (Stavrum et al., 2011) ou durante a infeccdo de celulas epiteliais por
Salmonella spp (Kelly et al., 2004). Esse aumento também foi notado 30 minutos apds a infecgdo

de mondcitos humanos com Listeria monocytogenes em um estudo de Abdullah em 2012. Nesse
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estudo também foi notado que a perda de PPAR-y em células mieldides resultam em aumento da
defesa imune inata contra infeccdo por L. monocytogenes tanto in vitro quanto in vivo. Esta
resisténcia aumentada contra a infeccdo na auséncia de PPAR-y foi caracterizada por niveis
aumentados de fatores bactericidas e citocinas inflamatorias: ROS, NO, IFNy TNF IL-6 e IL-12.
Esses dados sugerem que a expressao de PPAR-y seria capaz de auxiliar as bactérias a se evadir das
fases iniciais da resposta imune inata. A falta de PPARy em células mieloides também aumentou a
expressdo de iNOS e producdo de NO listeriocidal, o que provavelmente ocorreu indiretamente
através da producdo aumentada de mediadores pro-inflamatérios, porque iINOS ndo pertence aos
genes regulados por PPARy (Lefterova et al., 2010). Esse mecanismo citado poderia ser uma
hip6tese para explicar o observado em nossos experimentos, em que quando havia a presenca de
PPARY as bactérias no interior das células sdo capazes de sobreviver mais quando comparado aos

experimentos em que PPARY esta inibido por GW9662.

Mecanismos microbicidas da célula

O 6xido nitrico (NO) é um mediador biolédgico altamente reativo e penetrante produzido por
células de mamiferos, e suas acdes fisiologicas sdo amplas. Varios agentes sdo capazes de induzir a
expressdo de Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) entre eles estdo vérias citocinas como IL-1,
TNF-a, IFN-y, IL-6 e endotoxinas como LPS (Vera et al., 1995). Ja se tem descrito que o PPARYy ¢
capaz de auxiliar a sobrevivéncia de patdgenos intracelulares por meio da inibicdo de citocinas pro-
inflamatorias e por meio da inibicdo de mecanismos microbicidas como a producdo de NO
(Almeida et al., 2012). Estudos com M. tuberculosis em macréfagos mostraram que quando ocorria
o silenciamento de PPARy nos macréfagos infectados ocorria um significativo aumento na
expressdo de iNOS e consequente aumento da produgdo de NO nas células (Mahajan et al., 2012).
PPARy inibe essa expressdo atuando contra os fatores de transcrigdo AP-1, STAT e NF-xB. Em
nossos experimentos verificamos que PPARY néo parece atuar como um inibidor de iNOS visto que

ocorre um aumento na producdo de NO quando as células sdo infectadas pelos isolados e que essa
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producdo tende a aumentar conforme aumenta o tempo pés infeccdo. Nos experimentos em que se
mediu a producdo de NO em células infectadas na presenga ¢ na auséncia do inibidor de PPARYy
(GW9962), notou-se que quando havia a inibi¢do do PPARy a quantidade de NO se elevava
sugerindo uma possivel inibi¢do parcial de iNOS. Contudo, mesmo com o aumento na producao de
NO, ndo ocorre a morte das bactérias que estdo dentro da célula.

Estudos recentes mostram que algumas bactérias sdo capazes de up- regulate sequestradores
de NO e/ou alterar a respiracdo em resposta ao NO enddgeno. Um exemplo é a desintoxicacdo de
NO por flavohemoglobina, uma proteina que é regulada em E. coli em resposta ao NO produzido
em macrofagos (Poole et al., 2005). Os tidis enddgenos, como o mirtotiol produzido por
micobactérias, também demonstraram reduzir a toxicidade do NO e outras espécies de oxigénio
(Miller et al., 2007). Um estudo realizado com K. pneumoniae mostrou que este patdgeno é bastante
resistente aos efeitos do NO. No estudo K. pneumoniae mostrou-se bastante insensivel a
concentracgdes fisioldgicas de NO (até 6uM) com a manutencdo do seu crescimento e divisdo nessas
concentracdes e apenas com uma quantidade maior de NO (30uM) que foi possivel observar um
efeito bacteriostatico exercido pelo NO no crescimento bacteriano (Workman et al., 2017).

Estudos confirmam que variantes hvKp quando comparadas as cKp séo capazes de resistir a
morte intracelular pelos mecanismos bactericidas de neutréfilos (Wang et al., em 2017)

As espécies reativas de oxigénio (ROS) também sdo inibidas pelo PPARy conforme
descrito na literatura. Contudo, ainda néo foi realizado o experimento para quantificar ROS com a
inibicdo de PPARy. Esse experimento nos permitird observar se esta inibi¢ao est4 ocorrendo em

nosso estudo também (Almeida et al., 2012).
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V1. Conclusdes

Em conjunto os dados demonstram que:

* Os trés isolados sdo geneticamente idénticos, multirresistentes, KPC e pertencentes ao ST11.

* Apresentam producdo forte de biofilme em superficies abidticas bem como a capacidade de
sobreviver em sangue por 30 minutos.

* As células infectadas com os isolados hipermucoides apresentam expressao de PPAR-y 24 ¢ 48
horas apos a infeccao.

*Qs isolados sdo capazes de sobreviver no interior de células Hep-2 3,6 e 24 horas ap06s a infeccgéo.
Também apresentam maior capacidade de sobrevivéncia nas ceélulas quando PPAR-y esta presente,
quando este é inibido usando o inibidor GW9662 as bactérias apresentam menor capacidade de
sobrevivéncia no interior das células.

* Os isolados mostram-se citotoxicos para as células diminuindo a viabilidade celular nos tempos
de 3 e 6 horas apo6s a infeccdo, contudo, 24 horas apds a infeccdo as células recuperam sua
viabilidade.

* A producdo de oOxido nitrico ocorre mais acentuadamente 24 e 48 horas pés infeccdo com o0s
isolados. Também ocorre um aumento na produgdo de NO quando PPAR-y encontra-se inibido por

GW9662. Os isolados mostram-se resistentes aos efeitos microbicidas da célula
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