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RESUMO

O aumento da expectativa de vida populacional tem contribuido para a instalacdo de
quadros de imunossupressdo. Além disso, 0o aumento da prevaléncia de doencas crénicas e
autoimunes resulta em maior uso de corticoides, quimioterapicos citotdxicos e terapias
imunossupressoras pos-transplantes. Esses tratamentos podem comprometer o sistema imune
e desencadear infeccGes oportunistas, como a candidiase. A candidiase oral é uma infecgédo
fungica oportunista que tem aumentado sua incidéncia nas Gltimas décadas. Tem como agente
etioldgico fungos do género Candida ssp, principalmente a espécie C. albicans. Neste
contexto, o objetivo deste trabalho foi padronizar modelos de candidiase oral em
camundongos imunossuprimidos pelo corticoide dexametasona e pelo anti-neoplasico 5-FU a
fim de estudar a patogénese da doenca e o papel de eosindfilos nessa infeccdo. Foram
utilizados camundongos selvagens (WT) da linhagem C57BL/6 e BALB/c. Foi realizada uma
padronizacdo para definicdo do indculo a ser utilizada e uma cinética de infeccdo apds a
inoculacdo sublingual de C. albicans e diversos parametros foram avaliados. Nossos
resultados com dexametasona demonstram que a infeccdo por C. albicans em camundongos
imunossuprimidos induziu uma menor resposta inflamatoria frente a infeccdo, demonstrada
por um menor recrutamento de neutrdfilos e macrofagos para os sitios de infecgdo e maior
carga fangica na lingua e baco dos animais. Os camundongos infectados apresentaram uma
perda de peso corporal significativa em relacdo ao controle. Ainda, demonstramos alteracdes
histopatoldgicas importantes na lingua dos animais tratados com 5-FU como a perda total da
arquitetura tecidual. Além disso, nds notamos através da utilizacdo do antitumoral 5-FU que
os camundongos ficam extremamente imunossuprimidos e susceptiveis a candidiase oral, com
elevada carga fngica. Ao utilizar camundongos deficientes em eosinéfilos (Adb/Gatal™)
observamos que o curso da doenca induzida pela infecgcdo oral por C. albicans associado ao
tratamento com 5-FU é mais brando e esta associado a melhora dos parametros clinicos e
inflamatorios descritos anteriormente. De maneira geral, desenvolvemos dois modelos
experimentais em camundongos WT imunossuprimidos que mimetizam alguns parametros da
candidiase oral clinica. Ainda, demonstramos que, muitas vezes, os eosinofilos podem causar
danos ao hospedeiro frente a infeccdo por C. albicans. Estes modelos contribuirdo para a
elucidacdo de futuros mecanismos associados a patogénese da interacdo C. albicans-

hospedeiro e no desenvolvimento de novos potenciais terapéuticos.

Palavras chave: candidiase oral; imunossupressdo; eosinofilos; 5-FU; Dexametasona



ABSTRACT

The increase in life expectancy as well as the modern lifestyle has contributed to the
establishment of immunosuppressive conditions. In addition, the increased prevalence of
chronic and autoimmune diseases results in increased use of corticosteroids, cytotoxic
chemotherapeutics, and post-transplant immunosuppressive therapies. These treatments can
compromise the immune system and trigger opportunistic infections such as candidiasis. Oral
candidiasis is an opportunistic fungal infection that has increased its incidence in the last
decades. It has as etiological agent fungi of the genus Candida ssp, mainly the species C.
albicans. In this context, the objective of this study was to standardize models of oral
candidiasis in mice immunosuppressed by corticoid dexamethasone and anti-neoplastic 5-FU
in order to study the pathogenesis of the disease and the role of eosinophils in this infection.
Wild mice (WT) of the C57BL/6 and BALB/c strain were used. The standardization was done
to define the inoculum to be used and an infection kinetics after sublingual inoculation of C.
albicans and several parameters were evaluated. Our results with dexamethasone demonstrate
that C. albicans infection in immunosuppressed mice induced a lower inflammatory response
to infection, demonstrated by a lower recruitment of neutrophils and macrophages to the sites
of infection and increased fungal load on the tongue and spleen of the animals. The infected
mice showed a significant body weight loss in relation to the control. Furthermore, we
demonstrated important histopathological changes in the tongue of animals treated with 5-FU
as the total loss of tissue architecture. In addition, we detonate through the use of anti-tumor
5-FU that mice are extremely immunosuppressed and susceptible to oral candidiasis, with
high fungal load. We used eosinophil-deficient mice (Adb /Gatal™ and found that the course
of disease induced by oral infection by C. albicans associated with 5-FU treatment is milder
and is associated with an improvement in the clinical and inflammatory parameters previously
describe. In general, we developed two experimental models in immunosuppressed WT mice
that mimic most of the parameters of clinical oral candidiasis. Furthermore, we have shown
that eosinophils can often cause damage to the host against C. albicans infection. These
models will contribute to the elucidation of future mechanisms associated with the
pathogenesis of C. albicans-host interaction and the development of new therapeutic
potentials.

Key words: oral candidiasis; immunosuppression; eosinophils; 5-FU; Dexamethasone.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Candida albicans: de comensal a patogeno

A populacdo humana tem passado pelos processos de transicdo demografica e
epidemioldgica caracterizadas pela modernizacdo e elevacdo da expectativa de vida. Nas
duas ultimas décadas as doencas de etiologia fungica tém se tornado um grave problema de
salide publica e isso reflete o expressivo aumento no ndmero de pessoas com algum
comprometimento do sistema imune (Vallabhaneni et al., 2016 ). Essa alta incidéncia de
micoses tem sido relacionada a fatores como o nimero crescente de transplantes de 6rgdos
e a consequente utilizacdo de terapias imunossupressoras, com 0 aumento de pessoas com
cancer e diabetes ( Razzaghi-Abyaneh et al., 2014 ), pelo envelhecimento da populagédo
que vem acompanhado de comorbidades, ao aumento na quantidade de pacientes que
recebem alimentacdo atraves de cateteres ou sondas e uso de antibioticos de amplo
espectro, bem como pela alta taxa de individuos com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (Tercgas et al. 2017).

Poucos estudos multicéntricos foram publicados no Brasil, abordando a incidéncia
de candidemia, de populagdes suscetiveis, de taxas brutas de mortalidade, etiologia e taxas
de resisténcia antifangica in vitro (Doi et al., 2016). O estudo mais recente foi realizado
pela Vigilancia e Controle Brasileiro de Agentes Patogénicos de Importancia
Epidemiologica (BrSCOPE) e envolveu 16 hospitais publicos e privados participantes das
cinco regides do Brasil. Relataram que Candida spp foi a 7% causa mais prevalente (5,6%)
de infeccdo da corrente sanguinea nosocomial entre todos os patdgenos estudados no
SCOPE Brasil e foi responsavel por 72,2% da taxa de mortalidade desse estudo. A ordem
de classificacdo dos principais isolados Candida spp foi C. albicans (34,3%), Candida
parapsilosis (24,1%), Candida tropicalis (15,3%), Candida glabrata (10,2%), Candida
krusei (1,5%), Candida pelliculosa (1,5%), Candida lusitaniae (0,7%), Candida
famata (0,7%) e Candida guilliermondii (0,7%) (Doi et al., 2016). Além disso, dados

relatados por uma pesquisa nacional de prevaléncia pontual realizada em 183 centros nos
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EUA revelaram que Candida spp se tornou o microrganismo mais comum de infeccGes da

corrente sanguinea (Magill et al., 2014; Doi et al., 2016).

A espécie Candida albicans foi descrita pela primeira vez ha aproximadamente 150
anos e, atualmente, é reconhecida como o0 mais importante fungo comensal e patogénico de
seres humanos (Noble et al. 2016). Como comensal, C.albicans coloniza o trato
gastrointestinal, a pele e o trato genitourinario feminino de pelo menos 70 % de adultos
saudaveis.Todavia, a colonizacdo pode se tornar patogénica se 0s hospedeiros
desenvolverem deficiéncias imunes, danos epiteliais ou disbiose (Noble et al. 2016).

A C. albicans possui pelo menos quatro tipos celulares diferentes, e dentre esses, as
hifas e as leveduras sdo os mais bem descritos, enquanto pseudo-hifas e clamiddsporos séo
menos caracterizados (Sudbery, 2011; Noble et al., 2016). As leveduras sdo unicelulares e
de maneira geral apresentam morfologia variando de arredondada a oval, se reproduzem
por brotamento e a divisdo celular é um processo finamente regulado que envolve a divisao
nuclear, rearranjo do citoesqueleto e polarizacdo dos componentes citoplasmaticos em
direcdo ao broto em formacédo. Ao final do processo o broto (célula-filha) se desprende da
célula-mée e no local é formada uma cicatriz constituida de quitina, chamada cicatriz do
broto (Noble et al. 2016). Em contrapartida, as hifas sdo estruturas tubulares,
pluricelulares, ramificadas ou ndo, podendo conter um ou mais nucleos por compartimento.
Elas podem ser septadas, com septos separando 0s compartimentos, ou asseptadas
(cenociticas). O alongamento das hifas é apical, com remodelamento da parede celular e
extensdo em direcdo a fonte de nutrientes. Ao conjunto de hifas da-se 0 nome de micélio
(Carlisle et al. 2009; Noble et al. 2016).

Quando a divisao celular por brotamento ndo resulta na separacdo da célula mée da
filha, forma-se uma estrutura chamada de pseudo-hifa, de forma elipsoide. Além dessa
estrutura, sdo formados ainda os clamiddsporos. Esses sdo estruturas arredondadas,
intercalares ou terminais, situados nas hifas. S&o estruturas formadas durante a propagacgéo
vegetativa das hifas e acredita-se que sejam importantes para sobrevivéncia em condicdes
hostis. Podem ser observadas in vitro em certas condi¢cdes adversas, como escassez de
nutrientes e hipdxia (Noble et al., 2016). Embora facilmente indutiveis in vitro, os
clamidosporos foram raramente observados in vivo (Palige et al., 2013; Bottcher et al.,
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2016), por isso um possivel envolvimento de clamid6sporos no processo de infec¢do ndo é
claro (Bottcher et al., 2016).

Essas variacfes morfoldgicas de C. albicans podem ser consideradas um fator de
viruléncia, pois, geralmente, as hifas e pseudo-hifas sdo encontradas nos tecidos do
hospedeiro quando patogénicas. Elas sdo intrinsecamente invasivas em meios solidos,
enquanto as leveduras sdo vistas principalmente como comensais e envolvidas com a
disseminagdo para outros sitios anatdmicos (Noble et al., 2016). Por isso, estudos sobre 0s
fatores relacionados as variacbes morfologicas de C. albicans tem sido intensamente

investigados, principalmente nas interacdes fungo-hospedeiro.

Pseudohifa

Figura 1: Morfologia das formas de pseudo-hifas, levedura e hifas. As barras de escala nos painéis

principais representam 5 pm e na inser¢do no painel de hifa representa 1 mm. Fonte: adaptado de

Sudbery, 2011.

Recentemente muitos estudos tem relatado um segundo sistema de transicdo
fenotipica de C. albicans, caracterizado pela mudanca de levedura branca (padrdo) a
levedura opaca. Essas transicGes sdo epigenéticas e auxiliam o0s microrganismos a se
adaptaram a estimulos externos (Ene et al, 2016). As amostras que sdo homozigéticas no
locus para o tipo de acasalamento (MTLa/aou MTL a / a) podem mudar da forma de
levedura branca para uma forma de célula alongada denominada “opaca” (Sasse et al.,
2013; Deng & Lin, 2018). Destaca-se, no entanto, que mesmo sem altera¢Ges na sequéncia
de DNA (epigenéticas), ocorre transmissdo hereditaria (Deng & Lin, 2018). As células
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opacas sdao a forma competente para acasalamento de C. albicans (Deng & Lin, 2018). A
alternancia entre as fases branca e opaca ocorre espontaneamente em uma frequéncia
relativamente baixa, mas também pode ser induzida por condi¢fes ambientais (Craik et al.,
201). As leveduras brancas e opacas possuem diferencas que vdo além da competéncia de
acasalamento, pois se diferem na expressdo de muitos genes, incluindo adesinas e genes
metabdlicos, sugerindo que os dois tipos de células sdo adaptados a diferentes ambientes
dentro do hospedeiro (Sasse et al., 2013; Deng & Lin, 2018). As células opacas sdo
melhores colonizadoras da pele, mas sdo muito menos virulentas do que as células brancas,
fato observado em modelo murino de candidiase disseminada (Sasse et al., 2013) . Além
disso, as células opacas ndo filamentam na maioria das condi¢cBes que as leveduras
brancas, o que pode resultar em uma capacidade reduzida de invadir os tecidos (Sasse et
al., 2013; Deng & Lin, 2018). No entanto, muitos estudos ainda precisam ser realizados

para informagdes mais concretas.

A espécie Candida albicans é aprimoradamente adaptada ao hospedeiro e pode
formar hifas em varias condicbes ambientais que refletem a diversidade dos
microambientes encontrados no hospedeiro. Podemos citar, por exemplo, que as hifas se
formam em resposta a presenca de soro, em pH neutro, em CO2 a 5% (pressdo parcial de
CO2 na corrente sanguinea), e na presenca de N-acetil-d-glucosamina (GIcNAc) (Sudbery,
2011). Em pH baixo (<6), as células de C. albicans crescem predominantemente na forma
de levedura, enquanto em pH alto (> 7) o crescimento de hifas é induzido (Mayer et al.
2013; Sherrington et al., 2017). A morfogénese também mostrou ser regulada por quorum
sensing, um mecanismo de comunica¢do microbiana (Albuquerque & Casadevall, 2012).
As principais moléculas de quorum sensing de C. albicans incluem farnesol, tirosol e
dodecanol (Hall et al.,2011; Mayer et al. 2013).

As provas fisiologicas mais comuns e mais simples para identificacdo de Candida
albicans e Candida spp séo avaliacdo da formacao de tubo germinativo e filamentacdo em
cultivo em lamina. A formagéo do tubo germinativo € a base para o teste de diagndstico
classico para a presenga de C. albicans em microbiologia médica (Sudbery, 2011). A
juncdo de soro e temperatura de 37° C gera um ambiente extremamente propicio para a
formacdo de tubo germinativo a partir de levedura. No cultivo em lamina, avalia-se a

capacidade de producdo de hifas hialinas ramificadas. Caso a levedura forme hifas hialinas
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ramificadas sem fragmentacéo, provavelmente pertence ao género Candida e se houver

formacao de clamiddsporos caracteristicos, € Candida albicans (Sudbery, 2011).
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1.1.1 Fatores de viruléncia

A viruléncia de C. albicans esta atrelada a uma gama de fatores que incluem a
transi¢cdo morfoldgica ja descrita, a expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular, o
tigmotropismo, a formacdo de biofilme, a variacdo fenotipica e a secrecdo de enzimas
hidroliticas (Mayer et al., 2013; Hoyer & Cota, 2016). Além disso, apresenta uma rapida
adaptacdo a flutuacBes no pH ambiental, flexibilidade metabdlica, potentes sistemas de
aquisicdo de nutrientes e maquinarias robustas de resposta ao estresse oxidativo e nitrosativo
(Nicholls et al.,2011; Mayer et al., 2013).

A C. albicans possui um conjunto especifico de adesinas que permitem a aderéncia a
outras células de C. albicans, a outros microrganismos, a superficies abioticas e a interacao
com células hospedeiras (Mayer et al. 2013; Hoyer & Cota, 2016). Dentre as adesinas de C.
albicans, as mais bem caracterizadas sdo as proteinas com sequéncia semelhante a aglutinina
(Als), uma familia de proteinas composta por oito membros, Alsl-7 e Als9 (Mayer et al.
2013; Hoyer & Cota, 2016). Dessas oito proteinas, a Als3 e € especialmente importante para a
adesdo (Mayer et al., 2013; Hoyer & Cota, 2016). Outra importante adesina de C. albicans é a
Hwp1l, que serve como um substrato para transglutaminases de mamiferos e esta reacdo pode
unir covalentemente as hifas as células hospedeiras (Mayer et al., 2013). Alguns trabalhos
mostraram que mutantes para Hwpl apresentaram reducdo na aderéncia as células epiteliais
bucais, além de viruléncia atenuada em modelo murino de candidiase sistémica (Mayer et al.,
2013; Hofs et al., 2016). Diversas proteinas, independentes da morfologia, também podem
contribuir para a adesdo, como as proteinas ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (Eapl, 1ff4 e
Ecma33), as proteinas associadas de forma ndo covalente a parede (Mp65, uma suposta f3-
glucanase ¢ a Phrl, uma B-1,3 glucanosiltransferase), as proteases associadas a superficie
celular (Sap9 e Sapl0) e a proteina de superficie semelhante a integrina Intl (Naglik et al.,
2011; Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016).

Apobs a adesdo as superficies das células hospedeiras, as hifas de C. albicans podem
secretar hidrolases que facilitam a penetragdo ativa nessas células (Wachtler et al., 2012;
Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016). Além disso, estudos salientam que as hidrolases
aumentam a eficiéncia na aquisicdo extracelular de nutrientes (Naglik et al., 2003; Mayer et
al., 2013; Hofs et al., 2016). Existem trés classes diferentes de hidrolases secretadas por C.

albicans: sdo as proteases, fosfolipases e lipases. A familia das aspartil proteases secretadas
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(Saps) possui dez membros, Sapl1-10, sendo que as Sapl-8 sdo secretadas e liberadas para
espaco extracelular, enquanto Sap9 e Sap10 permanecem ligadas a superficie celular (Naglik
et al., 2003; Mayer et al., 2013). A contribuicdo de Saps para a patogenicidade de C. albicans
é controversa, visto que alguns estudos indicam que Saps ndo sdo necessarias para invasao do
epitélio humano e que as Sapl1-6 sdo dispensaveis para viruléncia, fato observado em modelo
murino de candidiase disseminada (Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). No entanto, a
expressdao de genes codificadores de Sap em C. albicans em amostras mais patogénicas
comparadas com amostras menos patogénicas sugere um papel importante para essas
proteases na viruléncia (Moran et al., 2012; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). A familia
de fosfolipases consiste em quatro classes diferentes (A, B, C e D) (Mayer et al., 2013),
contudo apenas os cinco membros da classe B (PLB1-5) sdo extracelulares e podem contribuir
para a patogenicidade através da ruptura das membranas do hospedeiro (Mavor et al., 2005;
Mayer et al., 2013). A hidrolise dos fosfolipidos do hospedeiro pelas fosfolipases produz
acidos graxos e um numero de moléculas lipofilicas, como o diacilglicerol (DAG), acidos
graxos livres (FFAs), acido fosfatidico (PA), e liso-fosfolipidos (LPLs) que estdo envolvidos
em vias de sinalizacdo (Barman et al. 2018). A terceira familia de hidrolases, as lipases,
consiste em 10 membros (LIP1-10) (Mayer et al., 2013;) e tém a funcdo de catalisar a
conversdo de triacilglicerdis em &cidos graxos livres e glicerol, sendo responsaveis pela
desestabilizacdo da membrana do hospedeiro, pela lise de lipideos e pelo fornecimento de
moléculas envolvidas nas sinaliza¢des, assim como as fosfolipases (Mayer et al. 2013; Hofs
et al., 2016).

Para invadir as células do hospedeiro C. albicans pode utilizar dois mecanismos
diferentes: endocitose induzida e penetracao ativa (Naglik et al., 2011; Mayer et al.,2013;
Hofs et al., 2016). Para induzir a endocitose, o fungo expressa proteinas especializadas na
superficie celular, as invasinas, que medeiam a ligacdo a ligantes do hospedeiro, como a E-
caderina nas células epiteliais e a N-caderina nas células endoteliais (Dadar et al, 2018) e essa
interacdo leva ao englobamento da célula fangica pelas célula hospedeira. Mesmo hifas
mortas sdo endocitadas, indicando que tal processo & passivo, pois ndo requer a acdo de
células fungicas viaveis (Hofs et al., 2016; Dadar et al., 2018). Vale ressaltar duas invasinas
que as sdo mais bem descritas na literatura: a Als3 (j& mencionada por também ter papel de
adesina) e a Ssal (Mayer et al, 2013; Hofs et al., 2016). A Ssal é uma molécula expressa na

superficie celular e membro da familia da proteina de choque térmico 70 (Hsp70) (Mayer et
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al., 2013; Hofs et al., 2016). Estudos anteriores demonstraram que o fungo com delegdo em
Als3 e Ssal exibiram reduzida aderéncia e invasao epitelial, com a consequente reducdo da
viruléncia em modelo murino de candidiase orofaringea (Naglik et al., 2011; Mayer et al.,
2013; Hofs et al., 2016). J& a penetracdo ativa € um processo fungico e necessita de hifas de
C. albicans viaveis (Wdchtler et al., 2011; Mayer et al., 2013).

Descobriu-se que as hifas de C. albicans induzem dano epitelial e ativam a resposta
imune inata, principalmente, por meio da secrecdo de uma toxina citolitica denominada
candidalisina, um peptideo anfipatico com estrutura helicoidal codificada pelo gene ECE1
(Moyes et al., 2016). Primeira toxina peptidica a ser identificada em um patogeno fungico
humano e em células epiteliais orais, a candidalisina induz o influxo de ions de célcio e a
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), que sdo caracteristicas de dano celular e
desestabilizacdo de membrana (Moyes et al.,, 2016). Os experimentos realizados com
mutantes de C. albicans, em que o gene ECELl inteiro ou a regido codificadora de
candidalisina foi deletado, mostraram que o fungo tem potencial invasivo eficiente in vitro,
mas sdo incapazes de induzir dano tecidual ou liberacdo de citocinas em modelo murino de
candidiase orofaringea (OPC) (Moyes et al., 2016).

PDH sendo degradado
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Figura 2: Diagrama das interaces de Candida albicans com células epiteliais orais, peptideos de
defesa do hospedeiro (PDHs) e microbiota oral. (A) invasdo de células epiteliais por C. albicans por

endocitose mediada por receptor. As invasinas Als3 e Ssal de C. albicans interagem com a E-caderina

21




e um heterodimero composto pelo receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e HER2, que
ativam a via da endocitose da clatrina, resultando na endocitose do fungo. (B) Invasdo de C. albicans
por penetracdo ativa, em que a hifa progressivamente se alonga e entra na célula epitelial. (C) Os
peptideos de defesa do hospedeiro (PDHSs) liberados pela célula epitelial infectada podem levar a
morte de C. albicans. No entanto, C. albicans pode resistir aos PDHs regulando positivamente a
bomba de efluxo Flul, que reduz os PDHs intracelulares, secretando as SAPs, capazes de degradar as
HDPs pela liberagdo da mucina Msb2, que se liga e inativa os PDHs. (D) C. albicans pode invadir
células epiteliais orais por degradacdo proteolitica de proteinas juncionais intercelulares. (E) As hifas
de C. albicans se ligam a Candida glabrata e bactérias como Staphylococcus aureus e Streptococcus
spp, 0 que pode aumentar a capacidade de alguns desses organismos em invadir células epiteliais,
enquanto alguns desses organismos podem aumentar a viruléncia de C. albicans. (F) C. albicans
secreta candidalisina, uma toxina que causa dano epitelial. Fonte: adaptado de Swidergal & Filler,
2017.

A capacidade de formar biofilme em superficies abiéticas e bidticas também €é outro
fator de viruléncia importante para C. albicans. Os biofilmes sdo estruturas constituidas por
espessa matriz extracelular amorfa que envolve desde células leveduriformes a hifas e
pseudo-hifas de C. albicans (Hofs et al., 2016). Quando maduro, células leveduriformes
destacam-se do biofilme, sendo essas as responsaveis pela dispersdo para outros sitios (Finkel
& Mitchell, 2011; Hofs et al., 2016). Os biofilmes possuem resisténcia aumentada aos
antifingicos devido a complexa arquitetura que o engloba, presenga de B-glucanas na matriz
extracelular, ao aumento da expressdo de bombas de efluxo de drogas e a plasticidade
metabdlica (Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016). Em estudos anteriores, identificaram que a
principal proteina de choque térmico, Hsp90, € um importante regulador da disperséo de C.
albicans. (Robbins et al., 2011; Mayer et al., 2013) e da resisténcia aos antifingicos em
biofilmes (Robbins et al., 2011; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016).

Vérias condi¢cdes ambientais desencadeiam a morfogénese e a formacdo de biofilme
em C. albicans. A detec¢do por contato estd envolvida nesse processo, pois quando as hifas se
aproximam de superficies, como as mucosas, elas realizam o tigmotropismo, que consiste na
capacidade de reconhecer juncdes intercelulares através de sensoriamento promovendo a
extensdo da porcéo apical das hifas e penetracdo no substrato (Mayer et al., 2013). Brand e
colaboradores demonstraram que o tigmotropismo das hifas de C. albicans é regulado pela
captacdo extracelular de célcio e esse sensoriamento direcionado é necessario para o dano
total das células epiteliais (Brand et al., 2008; Hofs et al., 2016).
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C. albicans é extremamente adaptavel a diversos nichos ambientais € um dos motivos
que permite tal proeza é a capacidade de “sentir” o pH e regula-lo conforme sua necessidade.
No hospedeiro humano, C. albicans é exposta a um pH circundante variando de ligeiramente
alcalino a &cido (Davis et al., 2009; Hofs et al., 2016). Dependendo do nicho do hospedeiro,
as alteracdes no pH ambiental podem ser dinamicas, como ocorre no trato gastrointestinal.
Para C. albicans, pH neutro a alcalino pode causar estresse grave, podendo levar ao mau
funcionamento de proteinas e comprometimento na aquisicdo de nutrientes (devido a
interrupcdo do gradiente de prétons) (Sherrington et al., 2017). Sendo assim, a forma de
adaptacdo da C. albicans a mudancas de pH envolve além de inducdo da filamentagdo, a
expressdo de proteinas reguladoras, principalmente a PHR1 e PHR2, que sdo B-glicosidases
de parede celular 1 e 2, respectivamente (Mayer et al. 2013). Enquanto a PHR1 é expressa em

meio neutro-alcalino, a PHR2 € principalmente expressa em meio acido (Mayer et al., 2013).

A existéncia de vias reguladoras de estresse também contribui para a sobrevivéncia e
viruléncia de C. albicans. As respostas celulares aos estresses incluem respostas de choque
térmico, osmotico, oxidativo e nitrosativo (Brown et al., 2012). A resposta ao estresse
osmético resulta em acumulo intracelular de glicerol, soluto que impede a perda de &gua
(Mayer et al., 2013). Espécies reativas de oxigénio (EROs), como perdxido de hidrogénio,
anions superoxido e radicais hidroxilas, produzidas por células do sistema imune inato, como
macrdfagos e neutrofilos, induzem um dano oxidativo (Brown et al., 2012) e como resposta
C. albicans produz enzimas antioxidantes como a catalase Ctal e as superoxidos dismutase,
Sodl e Sod5, que séo cruciais para a eficiente desintoxicagcdo de EROs (Martchenko et al.,
2004; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). Além desses radicais, macrofagos e neutrofilos
produzem espécies reativas de nitrogénio que induzem uma resposta ao estresse nitrosativo
em células de C. albicans fagocitadas e a principal proteina implicada na protecdo e
desintoxicacdo da célula fungica sdo as Yhb1l (proteina relacionada com a flavohemoglobina)
(Mayer et al.,2013).

A resposta ao choque térmico € uma reagdo conservada de organismos Vivos a
condigOes estressantes, como alta temperatura, privagdo nutricional e estresse oxidativo
(Mayer et al., 2013). Tais tensdes podem levar tanto a perda da estrutura das proteinas como a
agregacao de proteinas ndo especificas, resultando na morte celular. Sendo assim, como forma
de protecdo C. albicans produz proteinas especializadas ao choque térmico (Hsps) que atuam
como chaperonas e previnem o desdobramento e a agregacdo de proteinas (Richter et al.,
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2010). Seis Hsps principais foram identificadas em C. albicans: Hsp104, Hsp90, Hsp78, duas
proteinas Hsp70 (Ssal e Ssa2) e Hsp60 (Mayer et al., 2013). A Hsp90 é uma das principais
Hsp em C. albicans e regula a resisténcia a drogas, a morfogénese, a formacéo de biofilme e a
viruléncia (Robbins et al., 2011; Mayer et al.,2013). Os dois membros da familia Hsp70 de C.
albicans, Ssal e Ssa2 sdo expressos na superficie celular e funcionam como receptores para
peptideos antimicrobianos como, por exemplo, Ssa2 que se liga a histatina 5 (Li et al.,
2003;Li et al., 2006; Sun et al., 2008; Mayer et al., 2013).

No que diz respeito ao metabolismo, 0s elementos tracos sdo essenciais para 0
crescimento e sobrevivéncia de todos 0s organismos vivos. Entre 0s mais importantes para o
bom funcionamento de varias proteinas e enzimas estdo o ferro, o zinco, 0 manganés e o
cobre (Mayer et al.,2013). Tanto os hospedeiros como 0s microrganismos patogénicos
desenvolveram mecanismos para adquirir ou restringir 0 acesso a esses elementos (Hood &
Skaar, 2012). O mais investigado em processos de patogénese é o ferro e C. albicans é capaz
de adquiri-lo por diferentes maneiras, incluindo um sistema redutor, um sistema de captacao
de siderdéforos e um sistema de captacdo de ferro- heme (Almeida et al. 2009; Hofs et al.,
2016). O sistema redutor modula a aquisicé@o de ferro da ferritina e transferrina hospedeiras ou
do ambiente (Mayer et al.,2013). C. albicans ndo sintetiza seus proprios sideroforos, porém o
fungo utiliza um sistema de captacdo para roubar ferro de sideréforos produzidos por outros
microrganismos, também conhecidos como xeno-sider6foros. O Unico transportador de
sideroforo descrito em C. albicans € Sitl (Mayer et al.,2013) . E por ultimo, o sistema de
captacdo de ferro-heme que promove aquisi¢do de ferro da hemoglobina e hemeproteinas e
sdo mediados pelos membros da familia dos receptores heme RBT5, RBT51, CSAL, CSA2 e
PGA7 (RBT6) (Almeida et al.,2009; Mayer et al.,2013). Foi demonstrado que a adesina e
invasina Als3 podem atuar como receptor para a ferritina (Almeida et al., 2008). O zinco é o
segundo elemento mais abundante na maioria dos organismos vivos (Hood & Skaar, 2012).
Mayer e colaboradores elucidaram um mecanismo de aquisi¢do de zinco por C. albicans, em
que o fungo secreta a proteina de ligacdo ao zinco Pral (antigeno 1 regulado por pH), que
semelhante a aquisicdo de ferro mediada por sideréforo, age como um zincéforo ligando o
zinco extracelular e reassociando-0 a célula fungica. Outros elementos como cobre e o
manganés também sdo essenciais para o crescimento de fungos, no entanto 0s mecanismos
utilizados por C. albicans para obté-los sdo atualmente pouco compreendidos (Mayer et
al.,2013; Hoyer & Cota, 2016).
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Como um comensal, C. albicans estd bem adaptado aos ambientes em réapida transicao
e, por muitas vezes, com escassez de nutrientes (Miramén et al. 2017). De fato, C. albicans
faz uso de ambas as fontes de carbono, aglcar e ndo acucar, durante a infeccdo (Brown et al.
2014; Miramon et al. 2017). Como por exemplo, o lactato é abundante em muitos nichos do
hospedeiro e C. albicans utiliza esse nutriente como um sinal para promover mudancas
profundas na arquitetura de sua parede celular (Ene et al. 2012; Netea et al., 2015). Essas
alteragdes camuflam os B-glucanos e permite a evasdo do sistema imune (Ene et al., 2012;
Netea et al., 2015). Além disso, as células cultivadas em meio com disponibilidade de lactato
sdo menos fagocitadas por macrofagos e mais habeis em escapar do englobamento (Ene et al.,
2013; Netea et al., 2015). Ja no interior de macrofagos, C. albicans é capaz de interferir na
acidificacdo normal do fagolissoma, inibindo a maturacdo do fagossoma e auto induzindo a
morfogénese da hifa, o que contribui para a fuga (e morte) do macréfago tanto pela ruptura

fisica quanto pela inducdo de piroptose (Vylkova et al. 2014).
1.1.2 Colonizagado X Invasao

A capacidade do sistema imune em realizar a discriminacéo entre colonizagéo e invasédo
é crucial para manutencdo da homeostase. Os fungos dimorficos como Histoplama
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium marneffei e Blastomyces dermatitidis,
geralmente apresentam formas filamentosas quando saprofiticos, mas se transformam em
levedura dentro do hospedeiro (May & Casadevall, 2018). Portanto, a morfologia em que o

fungo se encontra, pode determinar sua capacidade de colonizacdo ou invasao.

Em relacdo a C. albicans ndo ha conhecimento sobre sua forma saprofitica e esse
microrganismo pode crescer tanto como levedura quanto como hifa no hospedeiro (Romani et
al. 2003). Embora ndo sendo um dimérfico classico, as alteragfes morfoldgicas de C.
albicans estdo diretamente ligadas a sua viruléncia (Gow et al. 2012; May & Casadevall,

2018 ) como ja descrito.

Existem diferengas estruturais no envoltério externo entre leveduras e hifas. Os f-
glucanos das leveduras de C. albicans s&o protegidos contra o reconhecimento do sistema
imune pelas manoproteinas, mas se tornam expostos na levedura em desenvolvimento e nas
hifas, o que conduz a diferencas nos perfis de ativacdo do sistema imune por essas células
(Davis et al. 2014). Em um modelo de tecido epitelial oral humano, as hifas invasoras

desencadearam multiplas vias de sinalizacdo pro-inflamatérias do hospedeiro, enquanto as
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leveduras apenas colonizam a superficie do tecido sem causar danos (Moyes et al.2010;
Pappas et al., 2018).

Em individuos saudaveis, as superficies mucosas sao frequentemente colonizadas por
C. albicans, no entanto essa colonizagdo ndo induz dano epitelial, ja que o nimero de células
de levedura € pequeno e, além disso, hd uma microbiota natural que atua como um
antagonista/competidor ao crescimento exacerbado de qualquer espécie. Como consequéncia
disso, ha comprometimento da resposta de citocinas induzida a partir das células epiteliais, de
macrofagos da mucosa e/ou DCs. Nas leveduras de C. albicans, os padrGes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) responsaveis pela ativacdo do inflamassoma séo ocultados,
e a resposta do tipo IL-1B ou Th17 ¢ prejudicada (Gow et al., 2012; Pappas et al., 2018;
Campos et al., 2018).

Como demonstrado na figura 3, as leveduras podem desencadear uma via da proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK), envolvendo MAPKSs p38, e levar a ativacdo dos
fatores de transcricdo JUN e FOS, mas isso ndo é suficiente para desencadear uma resposta de
citocinas em células epiteliais A invasdo de superficies mucosas se inicia com a transi¢cdo da
forma leveduriforme para a filamentosa. Nesse caso, as hifas induzem né&o apenas a via
MAPK, normalmente ativada pelas leveduras, mas também uma segunda via de MAPK que
leva a ativacdo da MAPK fosfatase 1 (MKP1), desencadeando a producéo de IL-1a e IL-6.
Além disso, as hifas sdo capazes de ativar o inflamassoma e induzir a producgéo de IL-1p por
células imunes, como os macrofagos. Tal citocina pode estimular as células Th17 a produzir
outros mediadores como a IL-17, que ativa os neutrofilos, e a IL-22 que induz a liberacdo de
defensinas pelas células epiteliais (Figura 3) (Gow et al., 2012; Netea et al., 2015). Portanto,
o0 estado colonizador ou invasor de C. albicans depende de dois fatores principais: um € o
sistema imune do hospedeiro e outro esta relacionado aos fatores de viruléncia desse patégeno
(Kabir et al. 2012; Campos et al., 2018 ).

26



a Colonizacio
Baixa carga fungica

%oq.oooo Protecgdo contra PAMPs
Leveduras G @ *
D &

Antagonismo pela microbiota

&P o

Cel.
epitelial

JUN s
P38 — o5 citocinas

| © O O

O

Macrofago Cel.
dendritica
b Invasio
Alta carga fingica o © .
Q ) o °°o Defensinas

i

do triptofanao

CéL Th17

FIGURA 3: Colonizacdo versus invasdo. a) Colonizacdo da pele e superficies mucosas por C.

albicans.b) Invasao de superficies mucosas por C. albicans. Fonte: adaptado de Gow et al., 2011

1.2 CANDIDIASE

As espécies de Candida, patdgenos oportunistas, sdo0 uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (Pfaller et al., 2014; de Oliveira Santos et al.,
2018) e podem causar vaginite, candidiase oral, candidiase cutanea e infeccOes sistémicas
(Wéchtler et al., 2012 ;de Oliveira Santos et al., 2018). A Candida albicans é a espécie
patogénica mais isolada, no entanto outras espécies como C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis , C. krusei, C. famata, C. guilliermondii e C. lusitaniae estdo sendo cada vez
mais isoladas, principalmente em individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
( Mayer et al.; de Oliveira Santos et al., 2018).
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As células dos fungos, assim como as celulas humanas, sdo eucarioticas, e isso gera
uma grande dificuldade na elaboracao de antifungicos com toxicidade seletiva, resultando em
efeitos colaterais consideraveis aos pacientes, além de menor nimero de alvos disponiveis
para acao de drogas (de Oliveira Santos et al., 2018). Na década de 90 houve um aumento na
descoberta de agentes antifungicos, sendo as equinocandinas a classe de antifungicos mais
recentemente descobertos, no inicio dos anos 2000 (Paramythiotou et al., 2014). Apesar dos
avancgos terapéuticos as candidiases continuam sendo infec¢Ges altamente prevalentes na

populacéo.
1.2.1 Candidiase oral (CO)

A candidiase oral é uma infeccdo mucosa oportunista causada, na maioria dos casos,
pelo fungo Candida albicans, e pode prejudicar a fala, a ingestdo nutricional e a qualidade de
vida (Pankhurst, 2009; HELLSTEIN & MAREK, 2019). A candidiase oral ocorre em 35%
dos pacientes com sindrome de Sjogren, em idosos, bebés, usuarios de préteses e individuos
com o virus do HIV (Conti et al., 2009; HELLSTEIN & MAREK, 2019). Os achados clinicos
na candidiase oral sdo bastante variaveis, podendo ser observados desde quadros localizados,
como as estomatites, até formas graves e generalizadas, como a candidiase hiperplasica
crbnica. Sendo assim, pode-se subdividir clinicamente a candidiase oral em cinco
apresentacdes distintas, pseudomembranosa, atrofica aguda, hiperplasica cronica, queilites
angulares e lingua negra pilosa (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein &
Marek, 2019).

A forma pseudomembranosa é a manifestacdo clinica mais comum da candidiase oral
e as lesdes sdo popularmente conhecidas como “sapinho”. Essas lesdes ocorrem,
principalmente, em recém-nascidos, pois ainda ndo possuem uma microbiota totalmente
formada e, além disso, apresentam um pH acido, fatores esses que facilitam a colonizagédo da
cavidade oral por microorganismos patogénicos (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams,
2017; Hellstein & Marek, 2019). Clinicamente, inicia-se por pequenos pontos esbranquicados
na mucosa e esses vao se tornando confluentes, para formar pseudomembranas de coloragédo
esbranquicada, aderidas a mucosa e suportadas por um fundo eritematoso, que pode ser vista
quando removidas (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek,
2019). Esta forma pode ser facilmente diagnosticada pela visualizacdo, em microscopio, de

leveduras e de pseudo-hifas no material coletado por swab e também pode ser confirmada
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pelo isolamento das espécies em cultura. Nas formas eritematosas, a escassa presenca de
leveduras na superficie da mucosa, muitas vezes, exige a realizacdo de bidpsia para

estabelecimento do diagndstico (Repentigny et al., 2004; Lewis; Williams, 2017).

A candidiase atrofica aguda é uma condicdo secunddria a um quadro
pseudomebranoso e pode ser identificada pela presenga de eritema visivel no dorso da lingua.
Esse tipo de lesdo, bastante dolorosa, pode ser observado também como uma lesdo primaria
em outras regides da boca e estd geralmente associada a antibioticoterapia prévia (Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

A candidiase hiperplasica cronica é também conhecida como candidiase leucoplasica e
é caracterizada por placas brancas, fortemente aderidas a cavidade oral, em que pode se
observar um contorno eritematoso ao redor das placas. Essas lesdes diferenciam-se da
candidiase pseudomembranosa em razdo da forte aderéncia das placas as mucosas (Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

A queilite angular, popularmente conhecida como “boqueira”, apresenta lesdes com
inicio por maceracdo no angulo de jungéo do labio superior com o inferior e apresentam ainda
uma fissura exatamente na juncdo dos labios e s@o recobertas por uma camada cremosa que
tende a dessecacdo, formando crostas. As lesdes podem sangrar facilmente, principalmente se
a crosta que as recobre é deslocada. O paciente queixa-se de sensac¢Bes de picadas no local,
dor e queimadura (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek,
2019).

A lesdo da lingua negra pilosa pode iniciar-se por sintomas generalistas, como boca
seca, prurido e sensacdo de queimaduras, com o aparecimento de hipertrofia nas papilas. As
leses ficam com uma coloragdo escurecida por impregnacdo de substancias escuras
encontradas nos alimentos e bebidas. O papel das leveduras como Unico agente etiolégico €
muito discutido, entretanto o fato de isolar leveduras em algumas infecches e o
desaparecimento destas apds tratamento especifico demonstra seu papel importante como
agente causador dessa patologia. Em alguns casos, a presenca da levedura é somente uma
colonizacao de lesBes prévias, como nos carcinomas verrucosos da mucosa oral, e isso pode
ser confundido com a lingua negra pilosa (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017;
Hellstein & Marek, 2019). De fato a candidiase oral/orofaringea € uma patologia associada ao
rompimento da homeostase imune, sendo, portanto a infeccdo fungica oportunista que mais
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acomete pacientes com a resposta imunoldgica comprometida. (Conti et al., 2009; Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

1.3 INTERACAO Candida albicans/hospedeiro

O padréo de resposta imune desencadeado pela interacdo microrganismo-hospedeiro
determina o progndstico. A resposta imune as espécies de Candida é moldada pelo carater
comensal que esse fungo possui (Netea et al., 2015). O primeiro estdgio de uma resposta
imune é o reconhecimento desses fungos por receptores reconhecedores de padrdo (PRRs),
incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRs),
receptores do tipo NOD (NLRs) e receptores do tipo RIG-1 (RLRs) (Netea et al., 2015). A
parede celular de C. albicans possui duas camadas que podem ser diferenciadas em camada
externa, composta principalmente por glicoproteinas ligadas a O e N que consistem em 80-
90% de manose, e em camada interna, que contém os polissacarideos quitina, 3-1,3-glucana e
B-1,6-glucana, que conferem resisténcia e forma as células (Netea et al,. 2015). Essas
estruturas fungicas sdo os PAMPs mais imunoestimuladores sendo, portanto, os responsaveis
pela ativacdo inicial da resposta (Netea et al., 2015). Entretanto, C. albicans e outros fungos
sdo capazes de evitar o reconhecimento pela redugdo da disponibilidade de B-glucanas na

superficie celular (Hopke A. et al., 2016).

O receptor de B-glucana mais descrito € o dectina-1 (também conhecido como
CLEC7A), um CLR expresso principalmente em mondcitos e macréfagos que induz a
producéo de citocinas, bem como a internalizacdo do fungo (Goodridge et al., 2011; Pappas et
al., 2018). Além de induzir a ativacao celular direta, o envolvimento da dectina-1 potencializa
as respostas a ligacdo em TLR2 e TLR4 e estes TLRs reconhecem estruturas contendo
manana da parede celular de C. albicans (Ferwerda et al,. 2008; Pappas et al., 2018) A
sinalizacdo via dectina-1 também foi descrita por evitar a liberacdo desordenada de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) durante a infeccdo flngica, o que evita a
ocorréncia de dano tecidual extenso pela resposta imune (Branzk et al. 2014). Todavia, hem
todas as C. albicans s@o reconhecidas pela dectina-1, provavelmente devido a diferencas
ténues na estrutura dos componentes B-glucanas da parede celular, o que pode justificar a
diferenca na suscetibilidade dos hospedeiros deficientes em dectina-1 aos diferentes tipos de

C. albicans (Marakalala et al., 2013). Trabalhos mostraram que polimorfismos no receptor
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dectina-1 estdo mais associados a colonizacdo do trato geniturinario, a candidiase
vulvovaginal recorrente por espécies de Candida (Smeekens et al. 2013; Pappas et al., 2018;
Campos et al., 2018).

As B-glucanas também sdo reconhecidas por receptores do complemento 3 (CR3),
principalmente em neutréfilos. O CR3, e ndo a dectina-1, é o principal receptor de neutrofilos
humanos para particulas que possuem B-glucana (van Bruggen et al. 2009; Pappas et al.,
2018; Campos et al., 2018). As mananas e manoproteinas também sdo componentes
importantes e imunogénicos da parede celular de C. albicans e sdo reconhecidos por varios
CLRs, incluindo o receptor de manose e dectina-2 (também conhecida como CLEC6A)
(Netea et al. 2015). O receptor de manose € expresso em macrofagos e reconhece N-mananas
de C. albicans (Netea et al. 2008; Pappas et al., 2018; Campos et al., 2018) e essa via de
sinalizacdo desempenha um papel crucial na expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
principalmente IL-17 (van de Veerdonk et al. 2009; Pappas et al., 2018; Campos et al., 2018).
Ja a dectina-2, expressa principalmente em DCs, macrofagos e neutrofilos, reconhece a-
mananas de C. albicans (Saijo et al. 2010; Netea et al., 2015; Campos et al., 2018).. A
dectina-2 tem seu papel bem descrito na modulacédo de respostas celulares Th17 (Ifrim et al.
2014; Netea et al., 2015).

Os TLRs séo capazes de reconhecer os patdgenos fangicos de duas maneiras: por meio
dos TLRs ligados a membrana, como TLR2, TLR4 e TLR6, que reconhecem principalmente
0s constituintes manoproteicos da parede celular fungica (Netea et al. 2008; Pappas et al.,
2018; Campos et al., 2018) e pelos receptores intracelulares que reconhecem os &cidos
nucleicos citoplasmaticos (TLR3 e TLR9) (Netea et al. 2015). O TLR9 ¢é capaz de reconhecer
a quitina e tal interacdo culmina na producdo de citocinas anti-inflamatdrias necessarias para
manter uma resposta imunoldgica equanime (Wagener et al. 2014; Taghavi et al.,2017).
Interessantemente, a ativacdo epitelial por candidalisina, ndo ¢ mediada por CLRs ou TLRs
(Moyes et al., 2015). Tal fato propde que as células epiteliais utilizem mecanismos sensoriais
diferentes das células mieloides, visto que as células mieloides respondem aos componentes
da parede celular de C. albicans, como B-glucana e manana, enquanto as células epiteliais
respondem por meio da via de sinalizagcdo p38 / c-Fos / MKP1 detectando a atividade de
candidalisina (Naglik et al., 2014; Wilson et al., 2016).
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Ainda inserido no contexto de reconhecimento do patdgeno pelo hospedeiro, vale
ressaltar os receptores do tipo NOD (NLRs). Sdo receptores citoplasmaticos que executam
varias fungdes bioldgicas essenciais, incluindo o processamento, apresentacdo de antigeno e
ativacdo dos inflamassomas (Netea et al. 2015). Na infecgdo por Candida spp esses receptores
tem como principal fungdo o reconhecimento e a modulagdo de respostas mediadas por
quitina, especialmente a producgdo de IL-10 pela ativagdo de NOD2 (Wagener et al. 2014).
Outro efeito bioldgico importante dos NLRs é a sua participacdo como componente do
inflamassoma. A ativacdo do inflamassoma NLRP3 por hifas de Candida, mas ndo por
leveduras, foi mencionado em varios estudos (Joly et al. 2009; Netea et al., 2015) e isso tem
sido proposto como um dos mecanismos que torna o hospedeiro capaz de diferenciar a
colonizacdo da invasdo de Candida (Gow et al. 2012). Existem estudos que relatam que Sap2
e Sap6, principalmente, secretadas por C. albicans sdo capazes de ativar inflamassoma
NRLP3, o que resulta em uma producdo potente de IL-1p e IL-18 (Pietrella et al. 2013; Netea
etal., 2015).

Ap0s todo esse processo inicial de reconhecimento dos PAMPs fungicos pelas varias
familias de PRRs, inicia-se uma cadeia de mecanismos efetores que, em Gltimo caso, leva a
depuracdo dos fungos (Netea et al. 2015). Tanto células imunes quanto ndo imunes
contribuem para a resposta inata antifungica, como por exemplo, os macréfagos, neutrofilos,
células natural killer (NK) e as celulas epiteliais. Além disso, um epitélio e endotélio integros

séo importantes barreiras mecénicas contra a invasdo tecidual por fungos (Netea et al. 2015).

As células epiteliais auxiliam no controle do estado comensal de Candida pela
producdo de B-defensinas, que tém uma poderosa atividade antifingica, em resposta a I1L-22
liberada pelas células Th17 ou células linfoides inatas (ILCs) (Tomalka et al., 2015). O
epitélio responde a colonizacdo de espécies de Candida por meio de um mecanismo
dependente de TLR4 e essa interacéo leva a ativacdo de NF-xkB e AP-1 (Netea et al., 2015).
No entanto, quando ha formacdo de hifas, ha ativacdo de proteina quinase 1 (PKA 1) por
mitogenos (MAPK1) e a sinalizacdo de FOS nas células epiteliais (Moyes et al., 2011;
Campos et al., 2018).

Os macrofagos possuem grande relevancia na defesa antifungica. Os macrofagos
residentes teciduais sdo células efetoras, produtoras de citocinas e quimiocinas inflamatorias

que atuam no recrutamento e ativacdo de outras células imunes no local da infec¢do (Netea, et
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al., 2015). A consideravel influéncia de macrdfagos na defesa anti-Candida foi evidenciada
por estudos in vivo que utilizaram camundongos com deplecdo de macrofagos e
demonstraram que esses animais apresentaram elevada carga fangica nos tecidos, se tornaram
mais susceptiveis a candidiase invasiva, com uma maior taxa de mortalidade (Netea et al.,
2015). Estudos avaliaram camundongos deficientes para o receptor de quimiocina CX3CL1
(CX3CR1) e mostraram que o acumulo diminuido de macréfagos derivados de mondcitos no
rim leva a insuficiéncia renal e a morte (Lionakis et al., 2013) em modelo murino de
candidiase sistémica. Outros trabalhos mostraram que a deficiéncia do receptor CCR2,
essencial para o recrutamento de mondcitos para tecidos infectados, promove um aumento da

suscetibilidade a candidiase sistémica (Ngo et al., 2014).

Os neutréfilos também desempenham um papel importante na resposta do hospedeiro
contra infeccBes por Candida (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018). Células epiteliais
ativadas e macrdfagos residentes teciduais liberam quimiocinas que recrutam neutréfilos para
o local da infeccéo fungica (Netea et al., 2008; Pappas et al., 2018). A ativacdo de neutrdfilos
¢ importante para o controle da infeccdo por Candida, sendo a neutropenia um importante
fator de risco para infeccdes fungicas invasivas (Pappas et al., 2018). Além disso, 0s
neutréfilos sdo habeis em inibir com sucesso o processo de morfogénese de C. albicans
(Brown, 2011; Pappas et al., 2018). Utilizam mecanismos efetores oxidativos e néo
oxidativos para combater Candida (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018) como a liberagédo
de EROs, a produgdo de fatores antimicrobianos, como lisozima, lactoferrina, elastase, -
defensinas, gelatinases e catepsina G (Amulic et al., 2012; Pappas et al., 2018). A elastase
neutrofilica e a catepsina B foram caracterizadas como tendo atividade antiflngica e a elastase
contribuiu para a liberacdo de NETs (Netea et al., 2015). As fibras de NETs se ligam e
neutralizam os patogenos, fornecendo um mecanismo para combater as hifas que sdo grandes
demais para serem fagocitadas (Menegazzi et al., 2012; Netea et al., 2015). Além disso, a
formacdo de NETSs induz a liberacdo de substancias antimicrobianas como, por exemplo, a
mieloperoxidadse (MPOQ), lactoferrina, azurocidina e catelicidina, dos granulos dos
neutrofilos (Netea et al., 2015 ). Ha também uma proteinase, a proteinase- 3 derivada de
neutréfilos, que é capaz de quebrar a catelicidina no peptideo antimicrobiano LL-37, também
conhecido como CAMP, (Sorensen, et al., 2011;Netea et al., 2015) e este pode promover a
ruptura da membrana celular fangica (Zhang et al., 2010; Kahlenberg et al., 2013; Netea et

al., 2015), inibir a formacdo de biofilme e adesdo fungica, aumentar a quimiotaxia, produzir
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EROs e inibir a apoptose de neutrofilos (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018) As vias
receptoras que levam a morte de Candida por neutréfilos foram recentemente descobertas
(Netea et al. 2015). Os mecanismos dependentes de EROs necessarios para a depuracdo de
Candida opsonizada dependem dos FcyRs e da proteina quinase C, enquanto a via
independente de EROs, importante para a morte de Candida ndo opsonizada, depende da
ligacdo de CR3 e do recrutamento de CARD9 (Gazendam et al. 2014) e para ambos

mecanismos a dectina 1 é dispensavel ( Netea et al. 2015).

Assim como mondcitos, macréfagos e neutrofilos, as células NK contribuem para a
rapida resposta imune inata contra patdgenos (Netea et al., 2015). Sabe-se que as células NK
ndo inibem a transformacéo de levedura em hifa em Candida, entretanto foi descrito atividade
antifingica dependente de perforina das NK (Voigt et al. 2014). A ativacdo de uma resposta
imune inata robusta pelas células epiteliais e fagocitarias, provavelmente com a ajuda de
células NK, é na maioria dos casos suficiente para evitar o deslocamento de espécies de

Candida da colonizacdo de superficies para invasdo de tecidos (Netea et al. 2015).

Estudos demonstraram que as DCs séo essenciais para a resposta do hospedeiro contra
espécies de Candida por meio da producéo de IFN-B (del Fresno et al., 2013; Pappas et al.,
2018). As DCs podem fagocitar e eliminar espécies de Candida, porém sdo menos efetivas
gue os macrdfagos na morte de fungos (Pappas et al., 2018). Uma vez em contato com 0s
fungos, as DCs os fagocitam, e estes sdo degradados no compartimento fagocitico, dando
origem a peptideos antigénicos, que sdo montados associados ao MHC de classe II, e
posteriormente sdo direcionados para a superficie das DCs ativadas para apresentagdo a
células T CD4 * (Moyes et al., 2015). Estudos mostram que tanto as células T CD4 * como as
células T CD8 * desempenham um papel importante na imunidade anti-fingica e a ativacéo
dessas células é controlada pelas populagbes de células dendriticas (Moyes et al., 2015).
Embora os linfocitos T CD8 * tenham demonstrado inibir o crescimento de hifas de C.
albicans in vitro, o principal mecanismo que da inicio a resposta imune adaptativa efetiva é a
apresentacio de antigeno pelas DCs a células T CD4" naive (Moyes et al., 2015). O
reconhecimento do antigeno € realizado por um receptor de célula T (TCR) na presenca de co-
estimulagdo de CD28 e CD80/86 e isso é seguido por polarizagdo dirigida por citocina para

um dos 4 subconjuntos Th conhecidos (Moyes et al., 2015).
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As respostas com perfil Thl foram historicamente consideradas como a resposta
celular predominante contra C. albicans, entretanto esse protagonismo do fenétipo de
protecdo de Thl em superficies mucosas tem sido substituida pela resposta Th17 (Moyes et
al., 2015). Ao contrario dos fenotipos Th1l7 / Thl que sdo protetores, a inducdo de um
fendtipo Th2 esté ligada ao aumento do crescimento e disseminacéo do fungo (Moyes et al.,
2015). As DCs que fagocitam leveduras de C. albicans sdo induzidas a produzir IL-12, que
impulsiona a polarizacdo para o subconjunto Thl (Smeltz et al., 2002; Moyes et al.,
2015). Apos a estimulagdo com IL-12, as células Thl iniciam a sinalizacdo autdcrina, via
secrecdo de IFN-y, que tem o papel de regular positivamente a expressdo do receptor IL-
12RB2. Isso torna as células cada vez mais sensiveis a estimulagdo de IL-12 e mantém a
diferenciacdo do fenétipo Thl (Smeltz et al., 2002; Moyes et al., 2015). Em contraste, a
polarizacao para o fenotipo Th2 é conduzida por IL-4 e € sustentada por mais secrecdo de IL-
4 (Moyes et al., 2015).

A diferenciacio de linfocitos T CD4" para o fenétipo Th17 é induzido, inicialmente,
pela citocina IL-1B (Chung et al., 2009; Zielinski et al., 2012; Tasaki, et al. 2018) enquanto a
maturacdo e a diferenciacdo terminal dependem da sinalizacdo da IL-23. A IL-6 também tem
tido papel na diferenciacdo para Thl7, citocina que pode ser produzida por células epiteliais
em resposta a infeccdo por C. albicans (Moyes et al., 2015; Tasaki, et al. 2018)). A
diferenciacio de TCD4" em células Th17, bem como a sintese de IL-17A, IL-17F e 1L-22 s&o
importantes para a defesa do hospedeiro contra espécies de Candida (Tasaki, et al. 2018).
Tanto a IL-17 como a IL-22 induzem o recrutamento e ativacdo de neutrofilos, sdo
incumbidas da ativacdo de células epiteliais e liberacdo de defensinas antifngicas. As células
Th17 expressam os receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6 na sua superficie (Moyes et al.,
2015; Tasaki, et al. 2018).

A literatura cientifica tém demonstrado que camundongos com deficiéncia de
sinalizacdo por IL-17 sdo mais suscetiveis a candidiase sistémica (Netea et al., 2015; Tasaki,
et al. 2018) e a infec¢Bes da mucosa (Conti et al. 2016; Tasaki, et al. 2018) .Esses dados
propbe que, em humanos, as respostas de células Th17 sdo especialmente importantes para
respostas antifangicas da mucosa (Netea et al., 2015; Conti et al., 2016; Tasaki, et al. 2018).
Alguns trabalhos mais recentes caracterizaram uma classe adicional de células Th17 (nThl7)
naturais que sao fenotipicamente distintas das células Th17 convencionais (Conti et al., 2016;
Tasaki, et al. 2018) As células nTh17 funcionam como vigilantes inatas na mucosa oral e,
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juntamente com células T yd, secretam IL-17 em resposta a C. albicans (Conti et al., 2016;
Tasaki, et al. 2018)

Em relacdo a defesa humoral as espécies de Candida, ainda ha muito a ser elucidado.
Ja foi proposto que mecanismos imunes humorais estdo envolvidos na defesa do hospedeiro
contra infecgbes por Candida, embora sua contribuicdo seja mais modesta do que 0s
mecanismos celulares (Netea et al., 2015) ressaltados acima. Por mais que o complemento
ativado ndo possa eliminar as hifas de Candida, ele pode induzir uma resposta de citocinas
(Cheng et al., 2012). As pesquisas utilizando camundongos com deficiéncia dos fatores C3 ou
C5 do complemento demonstraram que 0s animais apresentam aumento da mortalidade como
conseqiiéncia da resisténcia diminuida a Candida ou uma imunopatologia robusta (Netea, et
al, 2015). As moléculas de manoproteinas com polissacarideos de manose complexos ligados
em O e N sdo exibidas na superficie celular de C. albicans e sdo alvos para a protecdo imune
mediada por anticorpos devido a sua acessibilidade (Moyes et al. 2015). Ao administrarem
uma imunoglobulina humana recombinante anti-manana de C. albicans em camundongos
observaram uma sobrevivéncia prolongada em animais inoculados com dose letal do fungo
(Richardson & Moyes, 2015). As adesinas Als de C. albicans por se localizarem na superficie
celular sdo alvos de anticorpos monoclonais, visto que podem se ligar a Als3 e interferir na
adesdo a superficies epiteliais, impedir a filamentacdo e aquisicdo de ferro, além de possuir
atividade fungicida (Brena et al. 2011; Richardson & Moyes, 2015). Ao estudar camundongos
com deficiéncia de células B, pesquisadores descobriram que ndo havia aumento da
suscetibilidade a infeccdo por C. albicans nesses animais (Richardson & Moyes, 2015), o que
salienta a modesta resposta mediada por anticorpos e justifica a predominancia de respostas
celulares adaptativas (Th1/ Th 17)(Richardson & Moyes, 2015).

Os eosinofilos, ceélulas multifuncionais que contribuem para a imunidade inata e
adaptativa, estdo envolvidos na iniciacdo, propagacdo e resolucdo de respostas imunes,
incluindo reparo tecidual. Eles alcancam essa multifuncionalidade pela expressdo de um
conjunto diversificado de receptores de ativacdo, incluindo aqueles que reconhecem
diretamente patdgenos e alvos opsonizados, e por sua capacidade de armazenar e liberar
mediadores citotdxicos pré-formados que participam da defesa do hospedeiro (Travers &
Rothenberg, 2015). No contexto da infeccdo, os eosinodfilos estdo associados a infecgdes por
helmintos onde eles possuem efeitos toxicos ao patdgeno atraves da degranulacéo e liberacdo
de diferentes proteinas catibnicas, como a principal proteina basica (MBP), eosinofilo
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peroxidase (EPO), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosinofilos
(EDN) (Hogan et al.,2008 ; Ravin & Loy, 2015). Embora a associacdo entre inflamacao
eosinofilica e sensibilizacdo ou colonizagdo fungica tenha sido reconhecida ha muito tempo,
0s mecanismos imunoldgicos subjacentes as interacdes efetoras moleculares diretas entre
fungos e eosindfilos permanecem pouco compreendidos (Figueiredo & Neves, 2018).
Utilizando métodos de microscopia eletronica de transmissao, foi sugerido que os eosindfilos
humanos sdo capazes de fagocitar esporos de C. albicans. (Figueiredo & Neves, 2018). No
entanto, muitos estudos ainda sdo necessarios, pois pouco se sabe sobre 0s papéis funcionais
dos eosindfilos na candidiase. Um estudo recente utilizando camundongos deficientes em
eosinofilos (AABLGATAT1), mostrou pela primeira vez que os eosin6filos contribuem para o
dano e disfuncdo do tecido pulmonar dependente de IL-17 durante a infeccéo por Aspergillus

fumigatus (Malacco et al., 2019).

A defesa do hospedeiro contra infecgdes por Candida, portanto, é complexa e abrange
uma cascata de mecanismos. O reconhecimento inicial dos fungos pelas células epiteliais,
macréfagos teciduais, neutrofilos, entre outras células imunes resulta em inflamacdo e
montagem da resposta imune. A resposta inata é crucial para a defesa do hospedeiro contra a
candidiase mucosa e sisttmica, enquanto as defesas adaptativas do hospedeiro estdo
principalmente envolvidas nas respostas da mucosa (Netea et al.,2015). De fato, um dos
maiores problemas associados ao comprometimento da resposta imune sdo os quadros de
imunossupressdo que resultam na maior susceptibilidade dos hospedeiros a patogenos
oportunistas.
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Figura 4: Cooperacédo dos sistemas imune inato e adaptativo em infec¢bes fangicas. . A maioria dos
fungos € reconhecida por mecanismos de defesa inatos mediados por fagdcitos e opsoninas atraves do
envolvimento de PRRs distintos. Esses mecanismos agem imediatamente e sdo seguidas algumas
horas depois por uma resposta inflamatéria induzida precoce, que deve ser ativada pela infeccdo, mas
n&o gera imunidade protetora duradoura. Essas fases iniciais ajudam a manter a infeccéo sob controle.
Nos vertebrados, no entanto, se o0 organismo infeccioso consegue romper essas linhas iniciais de
defesa, uma resposta imune adaptativa ocorrerd, com a geracdo de células efetoras T auxiliares (Th)
antigeno-especificas, células T reguladoras (TReg) e células B que direcionam especificamente o
patdgeno e induzem as ceélulas de memoria que impedem a infeccdo subsequente com o mesmo
microrganismo. As DCs conduzem os fungos do local da colonizagdo / infecgdo para os nddulos

linfaticos de drenagem e ativam células Th e TReg de um modo dependente do morfotipo e do tecido.
Fonte: adaptado de Romani, 2004. Nature Reviews Immunology.
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1.4 IMUNOSSUPRESSAO

Os farmacos utilizados nesse trabalho foram escolhidos baseando-se na clinica, visto
que sdo o0s mais administrados. E um dos grandes problemas desencadeadores de
imunossupressao esta o uso desses farmacos, dentre eles destacamos, primeiramente, 0s
glicocorticoides. Os glicocorticoides possuem fortes propriedades imunossupressoras e sao
amplamente utilizados em medicina humana e veterinaria devido a seus efeitos amplos,
embora inespecificos, anti-inflamatdrios e antialérgicos (Diehl et al, 2016). As aplicacdes
comuns incluem o tratamento da artrite reumatdide e da asma e a administracdo concomitante
em transplante de orgdos solidos (Lee et al., 2013; Diehl, et al., 2016). Apesar dos efeitos
terapéuticos significativos da DEX, seu uso sustentado deve ser limitado por apresentar
efeitos adversos ao longo do tempo, tais como, imunossupressdo exacerbada, miopatia,

retardo de crescimento, distirbios metabodlicos e osteoporose (Saag et al., 1994).

Como glicocorticoide sintético, DEX atua primariamente por meio da ligacdo ao
receptor de glicocorticoide citosolico e causa inibicdo de fatores transcricionais como NF-kB
e AP-1, suprimindo assim a ativacdo de genes que codificam varios mediadores pro-
inflamatorios que agravam a inflamagdo e causam dano tecidual (Coutinho e Chapman,
2011). As acdes rapidas de DEX sdo parcialmente atribuidas a efeitos nao-gendémicos,
regulando diretamente as vias de transducdo de sinal atraves de receptores de glicocorticoides
associados a membrana e segundos mensageiros (Cato et al., 2002 ). Eles inibem linfécitos T
e APCs e induzem uma regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatérias (Lee et al., 2013;
Diehl, et al., 2016).

Além dos glicocorticoides, o uso de farmacos com atividade antitumoral também esta
associado a imunossupressao, entre eles o 5- Fluorouracil (5-FU). O 5-FU é um
quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de uma variedade de neoplasias,
incluindo cancer colorretal, de mama, de cabeca e pescogo. E um farmaco antimetabdlito, da
classe das fluoropirimidinas, que atua inibindo processos biossintéticos essenciais, ou sendo
incorporados em macromoléculas, tais como DNA e RNA (Longley, et al.,2003; Ribeiro et
al., 2016). Segundo Longley et al., 2003, o 5-FU é uma droga de fase especifica, que atua na
fase G1 e na fase S do ciclo celular, inibindo a sintese do RNA ou do DNA, respectivamente.
Foi introduzido na década de 1950 e produzido baseado em experimentos que mostravam que

células neoplasicas utilizavam uracila para sintese de acido nucléico de forma mais rapida que
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as células normais (Diasio & Harris, 1989). Ao sintetizar um anélogo de base pirimidica com
propriedades fisico-quimicas semelhantes a uracila, esperava-se a obtencdo de um potente
antimetabolito que interferisse na sintese de acido nucléico e, consequentemente, no

crescimento tumoral (Diasio & Harris, 1989).

A atividade do 5-FU ocorre somente ap0s sua metabolizacdo intracelular para
nucleotideos citotoxicos, como o 5-fluoro-uridina-5’-trifosfato (FUTP), o 5- fluoro-2’-
deoxiurudina-5’-difosfato (FAUDP) e o 5-fluoro-2’deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP)
(Diasio &Harris, 1989; Longley et al., 2003). Estes trés nucleotideos atuam em trés
mecanismos diferentes de citotoxicidade: o FUTP substitui a UTP, incorpora-se e causa dano
ao RNA; o FAUDP, ap6s a acdao de DNA polimerase, substitui a timidina-5’-trifosfato
(dTTP) e incorpora-se a0 DNA e o FAUMP inibe a atividade da timidilato sintase (TS)
(Longley et al., 2003; Ribeiro et al., 2016). Embora o 5-FU seja muito eficaz no tratamento de
neoplasias ele pode causar varios efeitos colaterais como mielossupressdo, dermatite,
toxicidade cardiaca, diarréia e mucosite (Chang et al., 2012; Ribeiro et al., 2016). Entre esses
efeitos adversos, a mucosite gastrointestinal € uma complicagdo muito importante que ocorre
em aproximadamente 80% dos pacientes e causa inchago abdominal, vémitos e
diarreia (Sonis et al., 2004; Ribeiro et al., 2016).
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Figura 5: Esquema representativo dos mecanismos antineoplasicos do 5-fluorouracil (5-FU). O 5-FU

pode induzir a morte celular via a ativacdo da p53 por mais de um mecanismo: incorporacdo de
fluorouridina trifosfato (FUTP) ao RNA, incorporacédo de fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) ao
DNA e inibicdo da timidilato sintase (TS) devido a ligacdo estavel com a fluorodesoxiuridina
monofosfato (FAUMP). Essa inibicdo resulta no desbalanco de desoxinucleotideos (ANTP) e aumento
de desoxiuridina (dUTP). Modificado de Longley et al., 2003.
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A mucosite, também chamada de les&o da barreira mucosa, é um dos efeitos colaterais
mais debilitantes do tratamento de radioterapia e quimioterapia (Ribeiro et al., 2016).
Patologicamente, a mucosite é caracterizada tanto pela inflamacdo quanto pela perda de
células da barreira epitelial do trato gastrointestinal, se estendendo da regido da boca até o
anus (van Vliet et al., 2010; Ribeiro et al., 2016). Isso resulta em dor, disfagia, diarréia e
disfuncéo, dependendo do tecido afetado (Ribeiro et al., 2016). Como a maioria das doengas,
a mucosite possui um espectro variavel de manifestacdes clinicas. Na sua forma mais branda,
apresenta uma lesdo atréfica, eritematosa, na qual a mucosa permanece intacta e os pacientes
tém uma sensibilidade semelhante a queimaduras causadas por alimentos muito quentes
(Sonis, et al., 2004; Ribeiro et al., 2016). Em contrapartida, pacientes com mucosite mais
grave desenvolvem ulceragdes que transpde inteiramente a submucosa e causam dor forte que
frequentemente necessita de analgesia narcética (Sonis et al., 2004; Ribeiro et al., 2016).
Segundo o modelo introduzido por Sonis, cinco fases sdo importantes na fisiopatologia da
mucosite: (1) a formacdo de espécies reativas de oxigénio que conduz a ativacdo de NF-xB
durante a fase inicial; (2) a inducdo de moléculas mensageiras, como o TNF resultando em
inflamacdo tecidual e apoptose devido ao tratamento durante a fase de regulacdo; (3)
amplificacdo de moléculas mensageiras na fase de amplificacéo / sinalizacdo, levando a uma
exacerbacdo da inflamacéo e da apoptose (4) descontinuidade da barreira epitelial resultante
da apoptose durante a fase ulcerativa, promovendo a translocacdo bacteriana e (5) uma fase de
cura (Sonis, 2004; Ribeiro et al.,, 2016). A permeabilidade intestinal aumenta apds o
tratamento quimioterapico e tem demonstrado ser uma caracteristica da terceira e quarta fases
da mucosite (Sonis et al, 2001; Ribeiro et al., 2016). Um dos mecanismos que resulta em um
aumento da permeabilidade induzido pela quimioterapia é provavelmente a atrofia das
vilosidades (Van Vliet, et al., 2010; Ribeiro et al., 2016).
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FIGURA 6: Fases da mucosite. A- Fase de inicio da mucosite induzida por quimioterapia ou
radioterapia. B- Fase de amplificacdo de sinais. C- Fase de ulceragdo. D- Fase de cicatrizacdo.
Adaptado de Sonis (2004).

A mucosite € um fenbmeno agudo que desaparece espontaneamente apds cessar 0
tratamento. A Ultima fase € a cicatrizacdo, caracterizada por intensa proliferacdo celular, que
resulta na restauragéo estrutural e funcional das vilosidades, retorno da barreira intestinal e da
superficie de absorcdo. A resposta inflamatdria diminui e a mucosa é completamente
regenerada, retomando a sua funcdo normal (Sonis, 2004; Van Vliet et al., 2010; Ribeiro et
al., 2016). Durante o periodo em que a mucosite esta ativa, existe um alto risco de infeccdes,
causadas principalmente pelo fungo Candida albicans, sendo mais frequente em pacientes
com neutropenia prolongada (Scully et al.,2006; Ribeiro et al., 2016). A mielossupressdo por
sua vez € um evento tardio que surge por volta do setimo dia apds a administracdo do 5-FU e
se caracteriza pela diminuicdo da producdo de células pela medula éssea. Além dos sintomas
e seu impacto na qualidade de vida, a mucosite tem complica¢des que levam a internacoes
mais longas, aumentam 0s custos com o tratamento e é uma raz&o freqiiente para reducao das
dosagens de quimioterdpicos ou para interrup¢do do tratamento, conduzindo a uma maior
mortalidade em pacientes com cancer devido a ameaca a eficacia dos planos de
tratamento (Sonis et al., 2001; Ribeiro et al., 2016). Alguns trabalhos atuais tém abordado que
neutrofilos e eosindfilos tém papel importante na patogénese da mucosite (Guabiraba et al.,

2014; Arifa et al., em preparacdo). Em relacdo ao eosinofilo, a auséncia do acimulo dessas
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células no tecido, seja em animais com deplecdo genética Adb/GATA ou tratados com
Evasina-4 (proteina que se liga as quimiocinas CCL11 e CCL5, quimiotatica para eosinéfilos)
resultou em menor lesdo intestinal (Arifa et al., em preparacdo). O papel essencial do
eosindfilo foi constatado, uma vez que a auséncia dessas células em camundongos
Adb/GATA levou a melhora dos sinais clinicos ap6s o tratamento com Irinotecano, bem como

uma mucosite menos grave (Arifa et al., em preparacéo).
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2. JUSTIFICATIVA

Com a evolucdo da medicina e a consequente disponibilidade de medicamentos para o
tratamento de transplantados de 6rgaos solidos, doencas autoimunes, inflamatérias e de
neoplasias percebe-se 0 aumento do nimero de casos de infec¢Bes por patdgenos oportunistas,
como Candida albicans. Essa levedura é um componente da microbiota gastrointestinal que
em situacOes de lesdo tecidual, imunossupressdo e disbiose, comporta-se como um agente
agressor. A candidiase oral, causada por C. albicans, ¢ a infeccdo oportunista mais prevalente
em hospitais, podendo evoluir para candidiase invasiva, sepse e morte dos pacientes. Dados
oficiais historicos de doencas fangicas foram coletados no Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS) e mostraram que em um ano foram estimados 2.981
416 casos de infeccdes graves por Candida, incluindo doencas invasivas e nao invasivas
(Giacomazzi et al., 2016).

Mesmo sendo um patdgeno oportunista com elevada taxa de ocorréncia entre
pacientes submetidos a tratamentos contra tumores sélidos e maliginidades hematoldgicas,
ainda pouco se sabe sobre os fatores relacionados a transi¢cdo de comensal para patogénico
nesses hospedeiros. Portanto, percebe-se a urgente relevancia no desenvolvimento de modelos
murinos que permitam avaliar mecanismos fisiopatologicos dessa infeccdo em quadros de
imunossupressao. Embora a associacdo entre inflamacdo eosinofilica e sensibilizacdo ou
colonizacdo fangica tenha sido reconhecida hd muito tempo, os mecanismos imunolégicos
envolvidos entre esosindfilos e C. albicans ainda ndo foram reportados. Portanto a presente
proposta propBe a padronizacdo de modelos murinos de imunossupressao associados a
infeccdo por C. albicans e ao papel dos eosindfilos nesse contexto, para que fornecam

subsidios para mais estudos e identificacdo de possiveis alvos terapéuticos.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar modelos experimentais de candidiase oral para avaliacdo do papel do eosindfilo na

patogénese da infeccdo por Candida albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Implementacdo do modelo de candidiase oral em camundongos C57BL/6 e BALBI/c
utilizando o glicocorticoide dexametasona como indutor de imunossupressdo, avaliando os
seguintes parametros:
Em animais C57BL/6:
¢ Definicdo do in6culo de C.albicans a ser utilizado;
¢ Definicao do tempo de infeccao.

Em animais C57BL/6 e BALB/c:

e Andlise de parametros clinicos (perda de peso e morbidade), inflamatérios (MPO e

NAG) e carga fangica;

¢ Analise histopatologica da lingua dos animais.

2) Implementagdo do modelo de imunossupressdao em camundongos C57BL/6, utilizando o

quimioterapico 5-FU, avaliando os seguintes parametros:
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e Andlise da letalidade nas doses de 75 mg/Kg e 150 mg/Kg de 5-FU para

estabelecimento da dose a ser utilizada;

e Avaliacdo da acdo imunossupressora de 5-FU por meio da contagem total de leucocitos

NO Sangue.

3) Padronizacdo da candidiase oral em camundongos C57BL/6, utilizando o quimioterapico

5-FU para avaliar as seguintes respostas:

e Analise de parametros clinicos (perda de peso, morbidade, textura das fezes)
inflamatorios (MPO, NAG e ELISA) e carga fangica;

e Avaliacdo do efeito do antagonista do receptor CXCR2, DF2156A, na candidiase oral
induzida por 5-FU;

¢ Anadlise histopatoldgica da lingua dos animais.
4) Avaliar o papel dos eosindfilos, com a utilizacdo de animais BALB/c deficientes para o

fator de transcricio GATA1 (Adb/Gatal™), na candidiase oral induzida por 5-FU. Avaliando

0S seguintes parametros:

e Padronizacdo da candidiase oral induzida por 5-FU em animais BALB/c WT e
Adb/Gatal™;

e Analise de parametros clinicos, inflamatérios (MPO e ELISA) e carga fangica;

e Andlise histopatolégica da lingua dos animais WT e Adb/Gatal™.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos fémeas WT da linhagem C57BL/6 e da
linhagem BALB/c de 6 a 8 semanas de idade adquiridos do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Além disso, foram
utilizados camundongos da linhagem BALB/c deficientes para o fator de transcricio GATAL
(Adb/Gatal™) deficientes em eosinéfilos, os quais foram adquiridos do Biotério de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Todos 0s animais
foram mantidos no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB/UFMG sob
condicdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade (50%), ventilacéo, ciclos de
iluminacdo claro e escuro de 12 horas, racdo e agua sem restricbes. Todos os procedimentos
experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal
(CEUA) da UFMG, sob o protocolo 157 / 2018 (ANEXO 1).

4.2 Candida albicans

Neste trabalho foi utilizada uma amostra clinica (L3881) de C. albicans (LEMI #
L3881, Padovan et al., 2009 ).Consiste em uma amostra gentilmente cedida pelo Prof.
Frederico Marianetti Soriani, do Departamento de Genética, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A L3881 é proveniente
do LEMI (Laboratério Especial de Micologia da Universidade Federal de Sao Paulo, Brasil),
isolada do sangue de um paciente que teve candidemia e foi curado clinicamente. A amostra
foi devidamente armazenada em freezer a -80°C e, paralelamente, foi feito um estoque de

trabalho, mantido a 4°C em meio Mycosel.
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4.3 DROGAS UTILIZADAS

Para realizagdo do primeiro protocolo de imunossupressdo foi utilizado o corticoide
sintético dexametasona (Decadron/Ache) na dose de 10 mg/kg, administrado uma dose/dia,
via 1.p, durante todo o experimento. Para a inducdo de imunossupressdo no outro modelo
utilizou-se o quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) (Fauldfluor), nas doses de 75 mg/Kg e 150
mg/Kg, sendo administrado uma dose/dia, via i.p, durante trés dias consecutivos. Para
avaliar o papel dos neutréfilos na candidiase oral utilizou-se um antagonista seletivo dos
receptores CXCR1/CXCR2, DF 2156A (Guabiraba et al., 2014 ), na dose de 10 mg/Kg
diluido em salina e administrado, por via subcutanea, de 12h em 12h, comecando 12h antes da

infeccdo até 12h antes da eutanésia.

4.4 INDUCAO DE CANDIDIASE ORAL EXPERIMENTAL

A candidiase oral foi induzida em camundongos tratados com DEX e 5-FU. Para esse
procedimento os camundongos foram anestesiados com uma solucdo contendo xilazina
(15mg/Kg) e cetamina (100 mg/kg). Como estratégia para facilitar a infeccdo, foi realizada
uma raspagem/escoriacdo sublingual nos animais com bisturi para retirar camadas do epitélio
sem, no entanto, provocar lesdes profundas na lingua. Posteriormente a essa escoriacdo, 0S
animais foram infectados por meio de uma bola de algoddo estéril de aproximadamente
0,0025 g, saturada com 30 pL do inéculo estabelecido, 2x10” unidades formadoras de
colénias (UFC) de Candida albicans. Esse algoddo foi colocado na regido sublingual dos
animais anestesiados por 75 minutos (adaptado de Conti et al., 2009). A anestesia foi
readministrada de 20 em 20 minutos, em um volume de aproximadamente 20 microlitros. A

escoriacao foi realizada somente em animais da linhagem BALB/c.
4.4.1 Preparo do inéculo

O cultivo de Candida albicans foi realizado em meio Myosel, a 37°C, por 24h
(Adaptado de Conti et al., 2009). Os in6culos foram preparados em PBS 1X e ajustados para
uma solucdo com 6,66 x 108 UFC/mL de C. albicans por contagem em camara de Neubauer.
Dessa suspensdo foram retirados 30 pL por animal para realizacdo da infecgdo com 2 x107 e 2
x10° UFC de C.albicans.
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4.4.2 Carga fungica

A lingua e o baco foram coletados, homogeneizados/triturados, diluidos em PBS 1X
até 1: 1000. 50 uL. do homogenato de cada orgdo foram plaqueados em meio Mycosel e em
seguida incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as coldnias foram contadas
visualmente e a quantidade de UFC/mg de oOrgdo foi estabelecida. O sangue também foi
coletado e 50 pL distribuido em meio Mycosel e a contagem de colonias de C.albicans

expressas em UFC/mL.

4.5 INDUCAO DE IMUNOSSUPRESSAO NOS ANIMAIS

O modelo de imunossupressao induzido por dexametasona foi baseado em LIMA et
al., 2015, com a utilizagio de Decadron/Ache na dose de 10 mg/Kg, uma dose/ dia, via i.p,
todos os dias, durante todo procedimento experimental (figura 7) Os animais foram infectados
no quinto dia de administracdo de dexametasona. Um trabalho do nosso grupo ja havia
realizado um experimento de dose-resposta para determinar a dose de 5-FU necessaria para
induzir mucosite intestinal, testando as doses de 50, 150 e 450 mg/kg. Os resultados
mostraram que a dose de 50 mg/kg induzia uma mucosite e uma imunossupressdo bem
discretas e a dose 450 mg/kg era extremamente letal (Menezes-Garcia, 2014). Por isso,
optamos por testar as doses de 75 mg/kg e a de 150 mg/kg e foram administradas aos
camundongos, via i.p, durante trés dias consecutivos. No quinto dia apds a primeira dose de
5-FU, os animais foram infectados por C. albicans, conforme descrito o protocolo de infecgédo
oral. Os animais controles receberam PBS. As doses de 75 e 150 foram utilizadas e
comparadas para a avaliacdo da letalidade e da condicdo clinica dos animais, para posterior
infeccdo com C. albicans. A dose de escolha, portanto, foi a de 75 mg/Kg e foi usada para
todos os demais experimentos (figura?).
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Figura 7: Protocolo experimental para inducéo de imunossupress¢do pelo corticoide dexametasona e
pelo antitumoral 5-FU em camundongos C57BL/6 e BALBI/c.

4.6 DETECCAO INDIRETA DE NEUTROFILOS (MPO)

O acumulo de neutrofilos nos tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto através da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para tanto, fragmentos da
lingua e do bacgo dos animais infectados ou controles foram retirados e congelados a -20 °C.
Apos o descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2mL de tampéo (pH 4,7)
(0,2M NaCl; 0,02M NaPOy; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de
tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific International, EUA). Apds centrifugacdo a 3000g,
por 10 min, a 4°C (Centrifuga BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o

precipitado submetido a lise osmotica pela adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de
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tecido, 1,5mL de solucdo) seguido (apds 30 segundos) da adi¢do de igual volume de solucéo
contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Ap6s nova centrifugacdo, o precipitado foi
ressuspendido em tampdo NasPO, 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado. Aliquotas de 1mL da
suspensdo foram transferidas para microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) de 1,5 mL e
submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido.
Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a 3000g e os sobrenadantes
coletados. As amostras dos tecidos de camundongos foram diluidas previamente & analise em
tampéo NazPO, 0,05 M. A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada
através de leitor de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e H,0, (0.5mM)
para a medicdo das alteracdes da densidade dptica (OD). Os resultados foram expressos como
unidade relativa comparados com neutrofilos de camundongos ndo infectados. Uma curva
padrdo do nimero de neutréfilos versus OD foi previamente obtida pelo processamento de
neutrofilos purificados do peritdnio de camundongos como padronizado anteriormente por

Souza e colaboradores, 2004.

4.7 DETECCAO INDIRETA DE MACROFAGOS (NAG)

O acumulo de macréfagos foi avaliado pelo ensaio da quantificacdo da atividade da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG). Fragmentos da lingua e baco dos animais infectados
ou controles foram retirados e congelados a -20 °C. Ap6s o descongelamento, 100mg do
tecido foi homogeneizado em 2 mL de tampé&o (pH 4,7) (0,1M NacCl; 0,02M NaPO,; 0,015M
NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 — Fisher
Scientific International, EUA). Apos centrifugacdo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga
BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise osmoética
pela adi¢do de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de solucéo) seguido (ap6s 30
segundos) da adicdo de igual volume de solugédo contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada.
Apos nova centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em solucdo salina 0,9%/Triton x-
100 0,1% v/v e re-homogeneizado. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000g e o
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Aliquotas de 100uL da suspensdo foram transferidas
para placas de 96 pocos, em duplicata e 100 pL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-3-D-

glicosiminida) e manter a 37°C. Apds 10 minutos, adicionou-se a solu¢do 100uL de tampéao
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glicina 0,2 M e a atividade da NAG foi determinada através de leitor de ELISA (400nm). Os

resultados foram expressos como densidade optica (OD).

4.8 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Amostras de soro e lingua foram utilizadas para dosagem das citocinas (TNF, IL-18,
IFN-y e IL-17) e quimiocinas (CCL-11 e CXCL-1). Fragmentos de lingua foram
homogeneizados em solucdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM
phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,ImM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na propor¢do de 0,1g de tecido para cada mL de solucéo;
utilizou-se um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania,
USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 4°C
(Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e estocados
em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a -20°C, para posterior analise. As amostras
de soro e tecidos foram analisadas na diluigdo 1:2 para citocinas e 1:3 para quimiocinas em
PBS contendo 0,1% de albumina bovina, como previamente padronizada em nosso
laboratério. Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizacdo do ensaio, os anticorpos de captura foram diluidos em PBS (pH 7,4),
sendo que a sensibilizacdo ocorreu durante 18h a 4°C. A reacdo foi bloqueada com PBS
acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma-Aldrich, 25 EUA). As amostras, os padrdes e 0
branco (albumina 0,1%) foram adicionados aos pocos e incubados por 18h. Os pogos foram
entdo lavados e o anticorpo de detec¢do adicionado pelo periodo de 2h. A reacéo foi detectada
pela incubagdo com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin Pharmingem
— 1:4000) e revelada com OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA).
Apos 30 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50uL de H,SO,4. A leitura foi
feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em

comprimento de onda de 492nm. Os ensaios apresentaram uma sensibilidade de 8-16pg/ml.
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4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Amostras de lingua foram coletadas dos camundongos apds dois dias de infeccéo.
Posteriormente a retiradas dos tecidos eles foram imediatamente fixados em 10% de
formalina tamponada durante 24 horas, processadas, incluidas em parafina, cortadas,
montadas em laminas, coradas com H&E e PAS. Foram avaliadas sob um microscopio
Axioskop 40 (Carl Zeiss, Go'ttingen, Alemanha) adaptado a uma camera digital (PowerShot
A620, Canon, Toquio, Japdo). Na lingua o score histopatoldgico foi adaptado a partir de
alteracGes morfoldgicas no epitélio e tecido conjuntivo da mucosa da lingua descritas nos
trabalhos de Takakura et al 2003 e Conti et al 2009. Nessa avaliagdo, pontuamos a presenca
(1) ou auséncia (0) de exocitose, eroséo epitelial, ulceragdo e/ou necrose no tecido epitelial,
além de hiperemia vascular e hemorragia no tecido conjuntivo. Além disso, avaliamos a
intensidade do infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo (e entre as fibras
musculares da lingua) em uma pontuacgdo que variou de 0-5, sendo 0 indicativo de auséncia e

5 indicativo de infiltrado muito intenso.

4.10 AVALIACAO DA GRADUACAO CLINICA DA MUCOSITE ASSOCIADA A
CANDIDIASE ORAL

A graduacdo clinica da doenca foi adaptada e modificada para o nosso modelo
(Maslowski et al., 2009). Foi avaliada a consisténcia das fezes, perda de peso, ingestdo de
comida, bem como sinais de morbidade, como pelo arrepiado, postura arqueada e diminuicao

da mobilidade dentro da caixa.

4.11 ANALISE DO LEUCOGRAMA

Para a avaliacdo da imunossupressao, antes da infec¢do foram coletados sangue dos
animais pela veia caudal e para isso eles foram colocados em um contensor, um tubo de
Acrilico Cristal, frente e traseira removiveis, com sistema de travamento. Além disso, esse
tubo possui cinco furos laterais de 6,3 mm para entrada e saida de ar. Na eutanasia, as
amostras de sangue foram obtidas diretamente da veia cava inferior dos animais, coletadas em

tubos heparinizados e posteriormente separadas para contagem total de leucdcitos e coleta do
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soro. Para contagem total, amostras de sangue foram diluidas em solucdo de Turk e contadas
em camara de Neubauer e o resultado foi expresso em numero total de leucécitos/mL de

sangue.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparacdes estatisticas entre os varios grupos foram feitas por
ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-Keuls. Os resultados serdo apresentados
como médiaterro padrdo médio. O nivel de significAncia adotado serd de P<0,05. Para a
realizacdo de todas as andlises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software
Inc. (San Diego, CA, USA).

54



5. RESULTADOS

5.1 Padronizacdo de candidiase oral em modelo de imunossupressdo utilizando
dexametasona

5.1.1 Animais C57BL/6
e Defini¢do do melhor inoculo fangico a ser utilizado no modelo experimental

Inicialmente testamos se animais WT ndo infectados possuiam C. albicans como parte
da microbiota e com o método de plaqueamento néo foi encontrado esse fungo nas amostras.
Posteriormente, padronizamos o inoculo de C. albicans em animais pré-tratados com
Dexametasona (DEX) (10mg/Kg; via i.p) ou com veiculo (PBS). Os animais foram
submetidos & infeccdo com os dois indculos, 2x10” e 2X10° UFC de C. albicans, ap6s cinco
dias de tratamento com DEX ou PBS. Os animais foram eutanasiados sete dias ap6s infeccdo
e os dados demonstram que houve recuperacao de carga fungica na lingua em todos os grupos
avaliados, sendo que o maior aumento foi verificado com o indculo de 2x10” UFC de C.
albicans com o pré-tratamento com DEX (figura 8A). Ao avaliarmos baco (figura 8B) e
sangue (figura 8C) apenas nos grupos pré-tratados com DEX houve recuperacdo de carga
fangica, entretanto, hd grande variagbes entre 0s animais e esses dados ndo foram

conclusivos.
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Figura 8: Carga fungica de animais infectados com C. albicans por via sublingual. Um grupo de
camundongos da linhagem C57/BL6 foram imunossuprimidos com DEX via i.p e infectados, por via

sublingual, com 2x10" e 2x10° UFC de amostra clinica de C. albicans. Os camundongos controle
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(veiculo) receberam injecéo i.p.de PBS e foram infectados. Os animais foram avaliados por sete dias.
N= 3-4 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle infectados, n&o tratados

com DEX. # p < 0,05 quando comparados 0s animais infectados e tratados com DEX.

o A candidiase oral associada ao tratamento com DEX induz maior perda de peso
corporal

Ap0s padronizar o inoculo a ser utilizado avaliamos perda de peso corporal como
parametro clinico. As alteracdes no peso dos camundongos infectados foram avaliadas
durante sete dias, conforme demonstrado na figura 9. Nossos resultados demonstraram que
durante o curso da infecgdo, os animais tratados com DEX/infectados perdem peso quando

comparados ao grupo controle (veiculo) e aos animais que receberam PBS/infectados.
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Figura 9: Animais tratados com DEX e infectados com C. albicans apresentam maior perda de peso.
Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados via sublingual por 2x10" UFC de C.
albicans. A seta no grafico indica o dia em que os animais foram infectados. N= 12 animais. * para p<

0,05 quando comparados com os animais veiculo. # para p< 0,05 quando comparados com 0s grupos
infectados.
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o Determinacdo do tempo de infeccao

Apbs estabelecimento o inéculo de 2x10” UFC de C. albicans, realizamos uma cinética de
infeccdo. Os animais pré-tratados com dexametasona foram eutanasiados com 5, 7 e 10 dias
apos infecdo e os animais veiculo foram eutanasiados juntamento com o grupo de q0 dias, ou

seja, no ultimo dia da cinética.
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Figura 10: Carga fungica de animais infectados com C. albicans ap06s 5, 7 e 10 dias de infeccdo. Os
camundongos da linhagem C57/BL6 foram infectados com o indculo estabelecido de 2x10” UFC. Os
grupos 5, 7 e 10 dias de infeccdo receberam DEX e o grupo controle (veiculo) receberam PBS e foram
igualmente infectados. N=4-5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais veiculo. #

p < 0,05 guando comparados com animais tratados com DEX.

Os resultados de carga fuangica referente aos dias 5, 7 e 10 dias ap6s infec¢do nédo
apresentaram diferenca estatistica. Logo, os parametros inflamatorios foram utilizados para
designar o tempo de infeccdo para esse modelo. Na Fig 11A podemos notar que ndo houve
diferenca na quantidade de MPO na lingua, entretanto houve uma diferenca estatistica no
influxo de neutréfilos no baco, mostrando que no sétimo dia de infeccdo ha uma inflamacgéo
neutrofilica mais exacerbada quando comparado aos outros grupos. Na Fig 10B, a média das
quantidades relativas de N-acetilglicosaminidase (NAG) foi maior também no sétimo dia de
infeccdo, em ambos os 6rgdos. Os dados de MPO e NAG se corroboram e demonstram que 0
sétimo dia representa uma inflamacdo bem estabelecida e por isso optamos por realizar a

eutanasia sete dias apds a infecgdo nesse modelo.
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Figura 11: A infeccdo por Candida albicans apds sete dias induz aumento do recrutamento de
neutréfilos no bago e maior recrutamento de macréfagos em ambos os tecidos. O acimulo de
neutrofilos (A) e macrofagos (B) na lingua e no bago dos animais foi avaliado por meio dos métodos
indiretos baseados nas atividades de MPO e NAG, respectivamente. Os grupos 5, 7 e 10 dias de
infecgcdo receberam DEX e o grupo controle (veiculo) receberam PBS e foram igualmente infectados.
N=4-5 animais.* para p< 0,05 quando comparados com o0s animais veiculo. # p < 0,05 quando

comparados os animais tratados com DEX.

5.1.2 Animais BALB/c

Seguindo o protocolo de imunossupressdo por DEX (10 mg/Kg) ja descrito, o0s
animais da linhagem Balb/c foram imunossuprimidos e infectados por C. albicans no in6culo
de 2 x 10" UFC. Sob anestesia, foram utilizadas trés estratégias para facilitar a infeccéo por C.
albicans, em trés grupos diferentes: um grupo com Clorexidina 0,12 % + 2% de
carboximetilcelulose, um antiséptico oral com a finalidade de causar disbiose; o segundo

grupo com acido acético a 50% (Katagiri et al., 2018) e o terceiro grupo com
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escoriacdo/raspagem sublingual. Ao comparar as trés estratégias (dados ndo mostrados) a que
mais facilitou o estabelecimento da C. albicans foi a escoriacdo sublingual, visto que, a
clorexidina ndo provocou alteracdes significativas e o acido foi tdxico, provocando a morte
por asfixia de alguns animais mesmo antes da infec¢do. Portanto, nesse modelo, os animais
dos grupos DEX + C. albicans e Raspado + C. albicans foram submetidos a uma
escoriacdo/raspagem sublingual antes da infeccdo com a finalidade de mimetizar o efeito de
lesGes orais na infeccdo. Segundo Itai et al., 2017, o uso de DEX pode desencadear uma

leucopenia e isso se deve, principalmente, a neutropenia.

A figura 12 demonstra que ap6s dois dias de infecgdo os animais tratados com DEX e
infectados com C. albicans apresentam uma leucopenia estatisticamente significativa quando

comparada ao veiculo.
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Figura 12: Contagem total de leucécitos do sangue de animais apés dois dias de infeccdo por C.
albicans. Os animais da linhagem Balb/c foram imunossuprimidos com DEX e infectados com indculo

de 2x10" UFC. N=5-6 * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle.

o Animais BALB/c tratados com DEX apresentam maior carga fangica na lingua

Os animais foram eutanasiados dois dias apds infeccdo e os dados demonstram que
houve recuperacdo de carga fangica na lingua em todos os grupos avaliados, sendo que o
maior aumento foi verificado no grupo infectado com C. albicans com o pré-tratamento com
DEX (figura 13). Ao avaliarmos o baco apenas no grupo pré-tratado com DEX houve

recuperacdo de carga fangica, entretanto, ha grande variac6es entre 0s animais.
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Figura 13: Carga fungica de animais infectados com C. albicans por via sublingual, tratados com
DEX ou veiculo. Os animais da linhagem Balb/c foram infectados ap6s tratamento com DEX ou PBS
e eutanasiados dois dias ap6s a infeccdo. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais do grupo

C. albicans.

o A infeccdo oral por C. albicans induz aumento do recrutamento de neutréfilos e

macrdfagos no bagco dos camundongos BALB/c

A figura 14 demonstra a quantificacdo da atividade das enzimas MPO e NAG na
lingua e no baco dos animais infectados com C. albicans. Pode ser observado que ocorre um
aumento no numero de neutrofilos no baco no grupo Raspado +C. albicans quando
comparado ao grupo controle NI (veiculo) e aos outros grupos infectados. Por outro lado, ndo
foi detectado MPO na lingua dos animais. A enzima NAG teve um discreto aumento no bago
dos animais dos grupos Raspado + C. albicans e DEX + C. albicans quando comparamos ao

veiculo e ao grupo C. albicans.
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Figura 14: A infeccdo oral por C. albicans e tratamento com DEX induz aumento do recrutamento de
neutrofilos e macréfagos no baco dos camundongos. Os camundongos da linhagem Balb/c foram
infectados com C. albicans e eutanasiados apos 48h de infecgdo. A migracdo de neutréfilos foi
avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) e a de macrofagos foi avaliada pela
quantificacdo dos niveis da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) na lingua e no baco. Os resultados
sdo apresentados como o nimero de neutrofilos e macrdfagos por 100mg de tecido. Os grupos foram
de 5-6 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando

comparados com 0s grupos infectados.

o A infeccdo oral por C. albicans associada & imunossupressdo por DEX induz maior

perda de peso corporal em camundongos BALB/c

A figura 15 mostra que a perda de peso mais exarcebada e estatisticamente significativa
foi dos animais tratados com DEX e infectados com C. albicans. Entretanto, ap6s a infecgao
os animais do grupo raspado+ C. albicans apresentou um declinio no peso de forma
estatisticamente significativa quando comparado ao veiculo e ao grupo C. albicans. De fato,
0s animais tratados com DEX perdem mais peso, porém a infecgdo associada ao raspado

também induz uma reducdo consideravel do peso corporal dos animais.
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Figura 15: A infeccdo oral por C. albicans induz maior perda de peso corporal em camundongos
tratados com DEX. Os camundongos da linhagem Balb/c foram infectados por C. albicans e o peso foi
avaliado durante sete dias. A seta no gréfico indica o dia em que os animais foram infectados. N=6
animais.* para p< 0,05 quando comparados com o grupo veiculo. # p < 0,05 quando comparados aos

grupos infectados.

o Alteracdes histopatologicas na lingua de animais com candidiase oral

Na figura 16 A podemos esta representada a lingua de um animal controle
caracterizada pela presenca de um epitélio estratificado integro, com uma fina camada de
tecido conjuntivo subjacente. A figura 16 B corresponde a uma lingua infectada por C.
albicans e tal processo deu origem a hiperplasia do epitélio e a exocitose. O processo
inflamatorio foi caracterizado pela presenga deu um infiltrado celular, principalmente de
leucocitos polimorfonucleares (PMN), que sdo células caracteristicas de inflamacdo aguda.
Ainda nessa figura ha a hiperplasia do tecido conjuntivo devido ao aparecimento de infiltrado
moderado e difuso proximo as areas de lesdo epitelial e um infiltrado leve entre as fibras
musculares. A figura 16C apresenta uma lingua infectada com C. albicans associada ao
raspado sublingual. O perfil de lesdo histoldgica é semelhante ao da figura B, diferindo na
maior frequéncia com que as lesGes apareceram nos animais. Além disso, o infiltrado celular
(PMN) ¢ intenso e também semelhante ao da figura B, porém na figura C as células
inflamatorias invadem mais as fibras musculares. O score referente a figura C foi maior
devido a maior frequéncia com que as lesdes foram observadas, além de ter alguns animais

desse grupo com processos de ulceracao, necrose e hemorragia no tecido lingual. A secdo
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histologica 16 D demonstra a lingua de um animal tratado com DEX e infectado com C.
albicans, podendo ser caracterizada por uma lesdo restrita ao epitélio e com presenca de
exocitose. H4 menor lesdo tecidual devido uma menor quantidade de células inflamatérias
quando comparado aos animais ndo imunossuprimidos, no entanto hd uma maior quantidade
de células fungicas no tecido. As se¢des histoldgicas da figura 17 representam as mesmas
fotos da figura 18, porém com coloragdo de PAS que permite a visualizacdo do fungo. De

fato, os scores histopatolégico e infiltrado inflamatério (Figura 18) traduzem o que esta sendo

demonstrado pelas figuras histoldgicas.

Figura 16: Secdes histoldgicas do dorso da lingua de camundongos com candidiase oral. Em (A)
lingua veiculo; em (B) lingua infectada com C. albicans; (C) lingua com raspado e infectada com C.
albicans; (D) lingua de animal tratado com DEX e infectado com C.albicans. [Coloragdo de
hematoxilina-eosina (HE), aumento original de 20x]. O insert de cada figura representa o tecido

conjuntivo Os grupos foram de 3- 4 animais.
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Figura 17: SecGes histologicas do dorso da lingua de camundongos com candidiase oral. Em (A)

lingua veiculo; em (B) lingua infectada com C. albicans; (C) lingua com raspado e infectada com C.
albicans; (D) lingua de animal tratado com DEX e infectado com C.albicans. [Coloragio Acido
periodico de Shiff (PAS), aumento original de 20x]. Podemos observar nas figuras B, C, D a presenca
de hifas (setas vermelhas) e leveduras (setas pretas) de C. albicans. Os animais do grupo tratado com
DEX apresentou uma filamentacdo mais exacerbada comparada aos outros grupos. Os grupos foram

de 3- 4 animais.

O grupo Raspado + C. albicans apresentou 0 maior score histopatoldgico quando
comparado ao grupo controle NI (veiculo). Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica
no parametro infiltrado inflamatério quando comparado a controle. Os grupos C. albicans e
Raspado + C. albicans apresentaram um infiltrado celular semelhante e maior que o do grupo
DEX+ C. albicans.
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Figura 18: Escore histopatoldgico e infiltrado inflamatério na lingua de camundongos com candidiase
oral. Os animais da linhagem Balb/c foram infectados com C. albicans e ap06s dois dias de infeccdo
foram eutanasiados para realizagdo das histologias e dos escores correspondentes. Os grupos foram de
3-4 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando

comparados aos grupos infectados.

5.2 Padronizacdo da candidiase oral em modelo de imunossupressdo utilizando o
guimioterapico 5-FU

5.2.1 Testes de doses de 5-FU em camundongos C57/BL6

As doses de 75 mg/Kg e 150 mg/kg foram utilizadas conforme um trabalho anterior do
nosso grupo (Menezes-Garcia, 2014) e comparadas para a avaliacdo da letalidade e da
condicdo clinica dos animais. A dose de escolha, portanto, foi a de 75 mg/Kg e foi usada para
todos os experimentos posteriores. Os animais foram monitorados quanto a morbidade e
letalidade por duas semanas. Diante disso, podemos inferir pela figura 19 que a dose de 150
mg/kg sozinha provoca a morte de todos os animais em oito dias e associada a C. albicans
leva ao 6bito com uma semana. Ja a dose de 75 mg/kg sozinha ou associada a C. albicans
apresentou uma letalidade de aproximadamente 80%. A figura 20 ilustra a variacdo de peso
corporal, um dos pardmetros clinicos que utilizamos para avaliar a morbidade das doses
utilizadas nesse modelo. A dose de 150 mg/kg induziu uma perda de peso muito maior do que

a dose de 75 mg/kg.
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O score clinico (figura 21) também foi utilizado para auxiliar na avaliacdo da dose de
5-FU. O score foi realizado baseado nos parametros de perda de peso, consisténcia das fezes,
postura arqueada, piloerecdo e atividade/inatividade dos animais dentro da caixa. De fato, a
letalidade, a perda de peso corporal e o score clinico se corroboraram para que a dose de
escolha para a realizacdo dos proximos experimentos fosse a de 75 mg/Kg.
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Figura 19: Letalidades induzidas pelas doses de 75 e 150 mg/kg de 5-FU. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos. No
quinto dia ap6s a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10’ UFC de C.
albicans e monitorados por duas semanas. A seta do gréfico indica o dia da infeccdo dos animais. O
grupo foi de 4- 5 animais.
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Figura 20: Perda de peso corporal induzida pelas doses de 75 e 150 mg/Kg de 5-FU. Animais da
linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos.
No quinto dia apds a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10” UFC de C.
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albicans e monitorados por duas semanas. A seta do grafico indica o dia da infeccdo dos animais. N=

8-13 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s animais veiculo NI.
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Figura 21: Score clinico referente ao uso de 5-FU nas doses de 75 e 150 mg/Kg. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos. No
quinto dia ap6s a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10’ UFC de C.
albicans e foram monitorados por duas semanas. Os parametros inclusos no score clinico foram perda
de peso, consisténcia das fezes, postaura arqueada, piloere¢do e atividade/inatividade dentro da caixa.
N= 8-13 animais.* para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando a

comparados 0S outros grupos.

5.2.2 Tempo de infecgéo por C. albicans em animais tratados com 5-FU (75 mg/Kg )

O tempo de infeccdo nesse modelo de imunossupressao induzido por 5-FU foi definido
com base nos resultados anteriores desse trabalho que nos mostram que 0s animais
imunossuprimidos com DEX perdem em torno de 20% do peso corporal durante o curso da
infeccdo de sete dias. Por isso, optamos por realizar a eutanasia com dois dias de infec¢do. Foi
analisado o potencial de 5-FU (75 mg/Kg ) em causar leucopenia, a recuperacdo da carga

fangica, a atividade de MPO, scores e quantificacao de citocinas e quimicionas por ELISA.
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A figura 22, com baixa contagem de leucécitos em animais tratados com 5-FU, e a
figura 23 com elevada carga fungica na lingua de animais tratados com 5-FU, mostram 0s

efeitos imunossupressores causados pelo antitumoral.
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Figura 22: Contagem total de leucdcitos do sangue de animais tratados com 5-FU (75 mg/Kg) e
infectados com C.albicans apds 2 dias de infecgdo. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com

5-FU e infectados com C. albicans. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0S

animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados aos outros grupos.
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Figura 23: Carga fungica em animais tratados com 5-FU apdés dois dias de infec¢do por C. albicans.
Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU e infectados C. albicans no quinto dia
posterior a primeira dose do quimioterapico. O grupo 5-FU 75 mg/Kg + C. albicans receberam 5-FU e

o0 C. albicans receberam injecdo de PBS. N=4-7 animais.* para p< 0,05.

Corroborando com os dados de contagem total de leucdcitos e carga fungica, na figura
24, podemos constatar que o0 MPO na lingua ndo foi detectavel e no baco houve um baixo
recrutamento de neutrofilos dos animais tratados com 5-FU e infectados com C. albicans

guando comparado com 0s outros grupos.
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Figura 24: Animais tratados com 5-FU 75 mg/Kg infectados com C. albicans tém reducdo do
recrutamento de neutrofilos na lingua e no bagco no segundo dia de infeccdo. A migracdo de neutréfilos
foi avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO). Os resultados sdo apresentados
como o0 numero de neutr6filos por 100mg de tecido. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando
comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0S outros

grupos.

Para avaliar o perfil de algumas citocinas e quimiocina com dois dias de infec¢do por
C. albicans, quantificou-se, no soro e na lingua dos animais, TNF, CXCL-1 e CCL-11. Os
resultados mostraram uma discreta elevacdo da quimiocina CCL-11 na lingua dos animais
tratados e infectados e um aumento de CXCL-1 tanto na lingua como no soro desses animais.
Enquanto TNF, por ser uma citocina de resposta inicial, ndo foi encontrada em niveis

elevados com dois dias de infeccao (figura 25).
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Figura 25: Niveis de citocina e quimiocinas em animais tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans apés dois dias de infec¢do. Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram tratados com 5-FU
e infectados com C. albicans. Os mediadores inflamatérios TNF, CXCL-1 e CCL-11 foram
quantificados por ELISA na lingua e soro dos animais. Os resultados sdo apresentados como
pg/100mg de tecido e por mL de soro. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados aos outros grupos.

70



5.2.3 Efeito do antagonista do receptor CXCR2 na candiddiase oral em animais tratados com
5-FU

Como observamos um aumento significativo da quimiocina envolvida no recrutamento
de neutréfilos, CXCL-1, tratamos 0s animais com um antagonista do receptor dessa
quimiciona, CXCR2, denominado DF 2156. Esse antagonista foi utilizado na dose de 10
mg/Kg, por via subcutanea. O DF 2156A € um inibidor ndo competitivo potente e seletivo dos
receptores CXCR1 e CXCR2 (Bertini et al., 2012). A contagem total de leucdcitos no sangue
demonstra uma menor quantidade dessas células no grupo tratado com DF 2156A, no entanto

ndo observamos aumento da carga fungica (figura 26).
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Figura 26: O tratamento com DF 2156A ndo altera a depuracdo fingica. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU e infectados com C. albicans no quinto dia posterior a primeira
dose do quimioterapico. Um grupo de animais recebeu DF 2156A por via subcutanea, de 12h em 12h,

comecgando 12h antes da infeccdo até 12h antes da eutandsia. N= 4-7 animais.* para p< 0,05.

Apobs a quantificacdo dos niveis da enzima MPO, demonstramos que em animais
tratados com DF 2156A teve uma brusca reducdo no recrutamento de neutrofilos no baco e
quantidades de MPO néo detectaveis na lingua quando comparamos com o veiculo e com os
outros grupos (figura 27). No entanto, a reducdo do recrutamento de neutdfilos nao refletiu

em aumento da carga fungica nos tecidos dos animais tratados com o antagonista de CXCR2.
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Figura 27: O recrutamento de neutréfilos, em animais tratados com DF 2156A, foi significativamente
reduzido no baco e ndo detectavel na lingua. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU
e infectados com C. albicans. Um grupo de animais recebeu DF 2156A por via subcuténea, de 12h em
12h, comecando 12h antes da infeccdo até 12h antes da eutanasia. A migracdo de neutrofilos foi
avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPQ) na lingua e no baco. Os resultados
sdo apresentados como 0 numero de neutr6filos por 100mg de tecido. N= 4-7 animais.* para p< 0,05
guando comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0s

outros grupos.

Como parémetro clinico, os animais foram pesados todos os dias durante todo
experimento. Como resultado podemos identificar que o tratamento com DF 2156A ndo altera

a perda de peso corporal induzida por 5-FU e C. albicans
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Figura 28: O tratamento com DF 2156A ndo altera, significativamente, a perda de peso corporal
induzida por 5-FU e pela infeccdo por C. albicans. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com
5-FU e infectados com C. albicans. Um grupo de animais recebeu DF 2156A N= 6 animais. * para p<

0,05 quando comparados com 0s animais controle.
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6. Modelo de candidiase oral associada ao quimioterapico 5-FU 75 mg/Kg em animais

BALB/c WT e BALBI/c deficientes em eosinéfilos ( Adb/Gatal™)

6.1 Alteracdes da resposta imune induzidas pela infeccéo oral por C. albicans em animais

Balb/c, WT e Adb/Gatal™, tratados com 5-FU 75 mg/Kg.

Apbs dois dias de infeccdo por C. albicans os animais WT e Adb/Gatal™ foram
eutanasiados e 0 sangue foi coletado para realizacdo da contagem total de leucdcitos. De

acordo com a figura 29, os animais WT e Adb/Gatal™ apresentaram perfis semelhantes de

leucopenia.
100+ #
% 80 l
§ 5 [ Veiculo
g £ 607 # # 3 5-FU
5© 101 * B C. albicans
"§ x Bl 5-FU + C.albicans
3 204 |, -
*
0 ]
WT A db/Gata1™”

2 dias apos infeccao

Figura 29: Contagem total de leucocitos em animais WT e Adb/Gatal” tratados com 5-FU e
infectados com C. albicans. Animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal”, foram tratados com 5-
FU, via i.p, por trés dias consecutivos, uma vez/dia e infectados com 2x10’ UFC de C. albicans no
quinto dia posterior a primeira dose do quimioterapico.N= 6-9 animais.* para p< 0,05 quando

comparados com o0s animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados com 0S outros grupos.

O score clinico relaciona as caracteristicas clinicas da doenca a gravidade e ao
prognostico. O tratamento com 5-FU associado a candidiase oral foi avaliado com base na

perda de peso, na consisténcia das fezes, postura arqueada, piloerecdo e comportamento de
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atividade ou inatividade dos animais dentro da caixa. Nossos resultados mostraram que 0s
animais deficientes em eosinéfilos (Adb/Gatal™), apesar de apresentarem uma leucopenia
semelhante aos animais WT, apresentaram melhor condicao clinica. De acordo com a figura
30, os animais do grupo 5- FU WT apresentaram um score clinico significativamente maior
do que os animais 5-FU Adb/Gatal™. Os animais tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans WT também exibiram sinais clinicos estatisticamente mais intensos quando

comparados aos animais do grupo 5-FU + C. albicans Adb/Gatal™.
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Figura 30: Score clinico de animais, WT e Adb/Gatal”, tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans. Animais da linhagem Balb/c foram tratados com 5-FU e infectados com C. albicans. Os
parametros inclusos no score clinico foram perda de peso, consisténcia das fezes, postura arqueada,
piloerecdo e atividade dentro da caixa. N= 6-9 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais veiculo NI. # p < 0,05 quando a comparados 0s outros grupos.

Os animais WT e Adb/Gatal™ foram avaliados e comparados quanto & carga fangica
e 0 que detectamos foi uma discreta redugdo da quantidade de C. albicans na lingua dos
animais do grupo C. albicans Adb/Gatal™ quando comparado ao grupo C. albicans WT. Ao
compararmos os animais WT e Adb/Gatal™ dos grupos 5-FU + C. albicans n&o apresentaram

diferenca na carga fungica.
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Figura 31: A carga fingica dos animais Adb/Gatal” infectados com C. albicans é menor que a dos
WT C. albicans. Animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal™ foram tratados com 5-FU e

infectados com C. albicans. A eutanasia foi realizada no segundo dia de infeccdo para avaliacdo da

carga fungica da lingua e do baco. N=6-11 animais. * para p< 0,05

O recrutamento de neutréfilos nos animais WT e Adb/Gatal™ foi avaliado por meio da

quantidade de MPO presente nos tecidos da lingua e do bago. Na lingua e no bago ndo houve

diferenca estatistica no recrutamento de neutréfilos entre os grupos WT e 0s Adb/Gatal™,

O recrutamento de macréfagos nos animais WT e Adb/Gatal™ foi avaliado por meio da

quantidade de NAG presente nos tecidos da lingua e do baco. Nossos resultados mostram que

houve maior quantidade de NAG na lingua de animais C.albicans Adb/Gatal™ em relagdo ao

grupo WT e no bago nédo houve diferenca.
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Figura 32: Recrutamento de neutrofilos e macr6fagos em animais, WT e Adb/Gatal™ , tratados com
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5-FU e infectados com C. albicans. A migracdo de neutrofilos foi avaliada pela quantificacdo dos
niveis de mieloperoxidase (MPO) e a de macrdfagos foi avaliada pela quantificacdo dos niveis da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) na lingua e no bago. Os resultados sdo apresentados como o
namero de neutrofilos e macréfagos por 100mg de tecido. N= 6-9 animais * para p< 0,05 quando

comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0s outros

grupos.

Para a determinacdo do perfil de algumas citocinas e quimiocinas na candidiase oral, a
lingua e o soro de animais, WT e Adb/Gatal™, foram utilizados para o ensaio de ELISA. A
figura 33 demonstra que ocorreu um aumento significativo de CXCL-1 na lingua dos animais
WT do grupo 5-FU+C. albicans em relacio ao grupo 5FU+ C. albicans Adb/Gatal™". Além
disso, a quantidade de IFN-y também foi maior no soro de animais do grupo 5FU + C.
albicans WT. Ja a IL-1pB se elevou na lingua dos animais do grupo C. albicans WT quando
comparado ao grupo C. albicans Adb/Gatal™.A citocina IL-17 foi encontrada em maior
quantidade na lingua dos animais do grupo tratado com 5-FU WT quando comparado ao
grupo 5-FU Adb/Gatal™. No entanto, TNF no apresentou diferenca entre os grupos. De
mandeira geral, tais resultados nos mostram que a resposta de mediadores € mais exacerbada

em animais WT em relacdo aos Adb/Gatal”
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Figura 33: Niveis de citocinas e quimiocinas em animais, WT e Adb/Gatal™ | tratados com 5-FU e
infectados com C. albicans. Os mediadores inflamatérios TNF, CXCL-1, IFN-y, IL-1p e IL-17 foram
quantificados por ELISA na lingua e soro dos animais. Os resultados sdo apresentados como pg por
100mg de tecido e por mL de soro. N= 5-6 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais controle NI. # p < 0,05 quando a comparados 0s outros grupos.
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6.2 Alteracdes histopatolégicas na candidiase oral em animais Balb/c, WT e Adb/Gatal™,
tratados com 5-FU 75 mg/Kg.

Na figura 34 estdo representadas linguas de animais WT e Adb/Gatal™ tratados com
5-FU e infectados com C. albicans. Na secao histoldgica 34 A esta sendo mostrada a lingua
de um animal WT tratado com 5-FU a 75 mg/Kg e infectado com C. albicans, em que
podemos constatar a perda completa do epitélio, com exposi¢do do conjuntivo (ulceracao),
necrose epitelial e necrose no conjuntivo, com presenca de um infiltrado discreto no tecido
conjuntivo (coloracdo de HE). A figura 34 C esta representando a lingua de um animal WT
tratado com 5-FU e infectado com C. albicans, porém com coloracdo de PAS em que
podemos observar uma grande quantidade de hifas de C. albicans invadindo o tecido epitelial
e 0 conjuntivo. As amostras de lingua de camundongos deficientes em eosinofilos (figura 34
B e D) apresentaram alteracfes histopatologicas mais discretas que as de camundongos WT,
embora tenhamos observado exocitose, em algumas amostras de lingua de animais
Adb/Gatal™, hiperemia vascular e um leve infiltrado inflamatério difuso no conjuntivo
(figura 34 B). A quantidade de fungos nas amostras de lingua de camundongos Adb/Gatal™
(figura 34 D) foi visivelmente menor, portanto, ao se comparar animais WT e Adb/Gatal”
podemos inferir que a maioria dos camundongos deficientes em eosinofilos apresentam menor

lesdo tecidual e menor carga fangica.
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Figura 34: Segdes histologicas da lingua de animais WT e Adb/Gatal™ tratados com 5-FU e

infectados com C. albicans. Em (A) e (C) animal WT tratado com 5-FU e infectado com C. albicans;
Em (B) e (D) animal Adb/Gatal™ tratado com 5-FU e infectado com C. albicans (HE e PAS, aumento
original de 20x).

A figura 35 representa o score histopatologico e o infiltrado inflamatério da lingua
desses animais da figura 34. O maior score ocorreu no grupo 5-FU+ C. albicans WT e foi
construido com base nos parametros de exocitose, erosdo epitelial, hiperemia, necrose,
ulceracdo e hemorragia. O maior infiltrado inflamatério foi encontrado na lingua de animais
WT ndo tratados com 5-FU, mas infectados com C. albicans. Segundo os dados de score nao

houve diferenca estatistica entre os animais WT e 0s Adb/Gatal™,
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Figura 35: Escore histopatoldgico e infiltrado inflamatério da lingua de animais, WT e Adb/Gatal™ |,
tratados com 5-FU e infectados com C. albicans. Os animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal™
foram tratados com 5-FU, infectados e apds 2 dias de infeccdo foram eutanasiados para realizagdo
das histologias e dos escores correspondentes. Os grupos foram de 4 animais.* para p< 0,05 quando

comparados com 0s animais controle NI. # p < 0,05 quando comparadoscom grupos infectados.
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7. DISCUSSAO

As infecges fungicas sdo um crescente problema de satde pdblica e uma causa
cada vez mais importante de mortalidade humana, com as espécies de Candida,
especialmente C. albicans, estando entre as infec¢Oes oportunistas mais prevalentes.
Diversos estudos salientam que o risco de candidiase é aumentado em pacientes com
neoplasias subjacentes e em quimioterapia, em pacientes submetidos a transplante de
células-troncos hematopoiéticas ou de 6rgaos solidos e com doengas imunossupressoras,
em uso de antibidticos ou corticosteroides de amplo espectro (Sharma et al., 2019).
Modelos animais permitem um estudo mecanistico detalhado de problemas clinicos que
podem fornecem informacgdes aplicaveis aos seres humanos. A escolha de um modelo que
produz fisiopatologia semelhante é fundamental para garantir a relevancia da condicédo
clinica. Diante disso, esse trabalho buscou padronizar modelos de imunossupressdo
associados a candidiase oral como estratégia para fornecer subsidios para o estudo do papel

dos eosindfilos nesse contexto clinico.

Baseado no modelo de imunossupressao de Lima, et al., 2016 que utiliza dexametasona,
padronizamos nosso modelo de candidiase oral. Os resultados dessa padroniza¢do mostraram
que semelhante a humanos imunocompetentes, os camundongos veiculos WT, da linhagem
C57BL/6, infectados com C. albicans sdo quase completamente resistentes a infecgdo, com
uma carga fangica menor do que a dos animais WT infectados e tratados com DEX. Além
disso, como parametro clinico, avaliamos a perda de peso corporal, demonstrando que o
tratamento com DEX associado a infeccdo por C. albicans induz uma perda de peso
significativamente maior quando comparado ao grupo infectado que recebeu veiculo. Esses
dados séo consistentes com os de Conti et al, 2009 que demonstraram que 0s animais do
grupo DEX tiveram uma perda de peso corporal consideravel e uma maior recuperacgéo de C.

albicans na lingua quando comparado com 0s animais infectados que receberam veiculo.

O modelo de imunossupressdao por DEX também foi realizado em animais da
linhagem Balb/c. Muitos estudos ja relataram que até 0 momento, nenhum modelo murino de
candidiase mucosa conseguiu mimetizar uma candidiase bem estabelecida sem causar alguma
predisposi¢cdo do animal, seja por oclusdo oral, imunossupressdo, alteragdo cirrgica ou
eliminacdo da microbiota competidora, e muitas vezes até essas condicdes associadas
(Samaranayake & Samaranayake, 2001). Sendo assim, no modelo de Balb/c, além do
tratamento com DEX, incluimos no protocolo uma raspagem/escoriacdo sublingual anterior a
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infeccdo dos animais para avaliar como as lesdes na mucosa podem alterar o perfil de
infeccdo por C. albicans. Na literatura existem dados que destacam as diferencas na resposta
imunoldgica entre camundongos BALB/c e C57BL/6 0 que pode estar associado a diferente
padrdo de resposta de linfécito T entre as linhagens: enquanto camundongos BALB/c
apresentam um perfil de resposta Th2 os camundongos C57BL/6 apresentam uma resposta
com perfil Thl (Busche et al., 2014).

Nossas analises histopatoldgicas da lingua foram semelhantes com o trabalho de Conti
e colaboradores, pois também observamos que na lingua de animais infectados e
infectados/escoriados houve filamentacdo de C. albicans e invasdo da camada epitelial da
lingua, destruindo a arquitetura geral do epitélio com extensa hiperplasia do tecido epitelial e
do conjuntivo que € indicativo de reparo tecidual em andamento. Foi observado um infiltrado
inflamatorio moderado com predominancia de células polimorfonucleares em animais nao
tratados com DEX. Em contrapartida, o infiltrado no tecido de animais que receberam DEX
foi substancialmente reduzido em comparagdo com 0s camundongos ndo imunossuprimidos,
0 que reflete menor dano tecidual, embora maior carga fdngica. Os animais tratados
apresentam menor numero de células no tecido devido ao processo de imunossupressao
induzido por DEX, caracterizado por leucopenia (Itai et al., 2017). Na lingua dos animais
estavam presentes tanto leveduras quanto hifas de C. albicans, mostrando que este modelo
mimetiza as principais caracteristicas clinicas da candidiase oral humana (Kamai et al., 2001).
Portanto, esses dados nos permite inferir que somente a lesdo causada pela escoriacdo nao
associada ao tratamento por DEX ndo aumenta a suscetibilidade dos camundongos a uma
candidiase oral mais grave, visto que 0s animais ndo apresentam leucopenia e conseguem

resolver o processo inflamatdrio.

Um trabalho do nosso grupo ja havia realizado um experimento de dose-resposta para
determinar a dose de 5-fluorouracil (5-FU) necessaria para induzir mucosite intestinal e
imunossupressao (Menezes-Garcia, 2014). A mucosite representa um prognostico negativo
para os pacientes em tratamento antineoplasico podendo acarretar interrupcao e/ou reducao da
dose do quimioterapico ou radioterapico (Sonis, 2004). Varios estudos tém demonstrado que a
quimioterapia com 5-FU esté associada ao desenvolvimento de mucosite, tanto em humanos
guanto em camundongos (Menezes-Garcia, 2014). Em nosso modelo experimental,
demonstramos que ha uma significativa leucopenia nos animais tratados com o 5-FU na dose

de 75 mg/kg, confirmando os dados da literatura (Cool et al., 2005). Existem relatos clinicos
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de ocorréncia de fungemia associada a quimioterapia utilizando cisplatina (CDDP) e 5-FU
(Tanabe et al., 1991). No entanto, o fungo ndo existe no camundongo como parte de sua
microbiota, portanto, mesmo se ele aderir sera eliminado pela resposta imune do hospedeiro
(McMillan et al., 1992). Como tal, ndo adere por muito tempo e a invasdo das hifas s6 é
conhecida por atingir a camada superficial do epitélio (Samaranayake &, Samaranayake,
2001). Diante dessas informagdes, no presente estudo, conseguimos desenvolver um modelo
murino de candidiase oral através da administracdo da droga antineoplasica imunossupressora
5-FU. No entanto, sabemos que o 5-FU pode ter efeitos antifungicos, visto que a flucitosina,
um antiflngico, € um dos seus pré-farmacos. Por esta razdo, existe uma preocupacao sobre 0
impacto do efeito antifingico quando se administra 5-FU como droga anticancer para
desenvolver candidiase oral em modelos murinos. A concentracdo inibitéria minima (CIM50)
de 5-FU em C. albicans in vitro é de 100 pg/ mL (Routh et al., 2013). Quando foram
administrados 200 mg/kg de 5-FU, por via i.p em camundongos, a concentracdo no sangue foi
de apenas 0,39ug/ml (Chadwick & Rogers et al., 1972). Portanto, previmos que a
concentragdo da droga de 75 mg/Kg que administramos, esperando efeitos
imunopssupressores/antitumorais ndo teria efeito antifungico. Além disso, as analises
histopatologicas da lingua nos mostraram maior lesdo e maior presenga de fungo em animais
tratados com 5-FU. Portanto, acreditamos que ndo houve efeito antifingico de 5-FU e isso

ndo impactou 0 modelo experimental.

A maioria dos modelos que induzem mucosite oral seguem o método de Sonis et al.,
sem estimulagdo fisica, mas com estimulacdo quimica usando &cido acético em uma
concentracdo de 50% para destruir a camada basal do epitélio. No entanto, em nosso trabalho
a utilizacdo de acido acético provocou asfixia e levou os animais a ébito e por isso optamos
por utilizar a estimulacdo fisica por escoriacdo sublingual com bisturi. Com a coloragdo de
HE, observamos a destruicdo causada pela escoriacdo foi apenas na regido ventral e ndo do
dorso da lingua e que, de fato, conseguimos reproduzir a mucosite oral clinica por esse

método.

Ha evidéncias que sugerem que mediadores pro-inflamatérios, desempenham um
papel importante na patogénese da mucosite (Logan et al., 2007) e na infeccdo por C.
albicans (Filler et al., 2005). Em trabalhos do nosso grupo foi observado aumento da
concentragdo de CXCL1 e IL-1B, no intestino delgado, mediadores conhecidamente

envolvidos na patogénese da mucosite (Arifa et al., 2014 e Menezes-Garcia, 2014). De fato,
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foi observado aumento discreto da concentragdo de TNF no soro dos animais do grupo 5-FU+
C. albicans ap0s dois dias de infec¢do e aumento da concentracdo de CXCL-1 na lingua e no
soro dos animais ap0s dois e sete dias de infeccdo (dados ndo mostrados). O TNF desempenha
um papel importante na resposta do hospedeiro contra infecgbes por C. albicans por
estimular a expressdo de quimiocinas e moléculas de adesdo de leucdcitos, o que leva ao
recrutamento de leucocitos polimorfonucleares e aumento da fagocitose e morte de fungos por
essas células (Cannom et al., 2012).). Além de TNF e CXCL-1, houve elevacdo da
quimiocina CCL11 na lingua dos animais do grupo 5-FU+ C. albicans ap6s dois dias de
infeccdo. As quimiocinas CXCL-1 e CCL-11 estdo relacionadas ao recrutamento de

neutréfilos e de eosindfilos, respectivamente (Johnston et al., 2004).

Mesmo que a neutropenia sangliinea possa comprometer a resposta imune do
hospedeiro em momentos posteriores, 0 acumulo precoce de neutrofilos na mucosa é um
evento chave na conducdo de danos e doencgas teciduais durante a quimioterapia do cancer
(Guabiraba et al., 2014). Um estudo utilizando o antineoplésico Irinotecano (CPT-11) como
indutor de mucosite demonstrou que os neutrofilos desempenham um papel fundamental na
patogénese da mucosite atraves da liberacdo de IL-33 (Guabiraba et al., 2014). Como
estratégia depletaram os neutrofilos e bloquearam o receptor CXCR2 com DF2156A, que
resultou na reducéo significativa da mucosite intestinal induzida por CPT-11. Esses resultados
indicam o papel critico da migracdo de neutrofilos na mucosite induzida por CPT-11.
(Guabiraba et al., 2014). Portanto, com o objetivo de investigar o papel dos neutréfilos na
candidiase oral associada ao tratamento com 5-FU, administramos nos camundongos
C57BL/6 um antagonista seletivo dos receptores CXCR1/ 2, DF2156A (Bertini et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com DF2156A, por via
subcutanea, ndo refletiu em alteracdo na carga fungica tecidual dos animais quando
comparamos com 0s animais que nao receberam DF2156A. No entanto, a medida de MPO no
baco de animais que receberam DF2156A apresentou uma reducdo drasticamente significativa
em relagdo aos outros grupos Além disso, avaliamos como pardmetro clinico a perda de peso
corporal e ndo observamos uma melhora clinica significativa nesse aspecto. Em um estudo
que avaliou o papel dos neutrdfilos na artrite experimental aguda, também utilizou o
antagonista DF2156A e concluiram que ndo houve melhora nas alteracbes metabdlicas
sistémicas observadas em camundongos com artrite induzida por antigeno (AlA) (Oliveira et
al., 2016).
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Um outro trabalho realizado em nosso grupo utilizou animais Adb/ Gatal™ para avaliar
o papel de eosinofilos na mucosite induzida por Irinotecano. Os resultados mostraram que na
auséncia de eosinofilos os animais apresentaram atenuagdo na perda de peso e melhora no
escore clinico. Além disso, os camundongos Adb/Gatal” apresentaram menor lesdo intestinal,
melhor preservagdo da arquitetura intestinal, menores areas de erosdo/ulceragdo e menor
infiltrado inflamatério. E a menor gravidade da mucosite foi associada a diminuicdo da
producdo de CCL-11 e CCL-24, quimiocinas envolvidas no recrutamento de eosinofilos
(Arifa et al, em preparacdo). Acredita-se que os eosinofilos possuam granulos eosinofilicos
que podem liberar seu conteldo, incluindo EPO e citocinas, por estimulagdo de sinais pro-
inflamatorios (Fulkerson & Rothenberg, 2013). Esses eventos podem causar dano tecidual e

ativacdo de outras células, como neutréfilos (Vieira et al., 2009).

Até entdo ndo existem dados na literatura que correlacionam candidiase e acdo dos
eosindfilos. Sendo assim, para estudarmos o papel dos eosinéfilos nesse contexto utilizamos
camundongos AdbIGATA1” com retirada completa de eosinéfilos na circulagdo, medula
6ssea e tecidos. Os animais AJbIGATA1"™ possuem delecdo de um sitio de ligagdo ao GATA
de alta afinidade no promotor GATA-1, um elemento que supostamente medeia a
autorregulacdo positiva da expressdo do GATA-1 e leva a perda seletiva da linhagem dos
eosinofilos (Yu et al., 2002). Nossos resultados demonstram que os eosinofilos ndo tem papel
importante na depuracdo flungica, visto que a carga de C. albicans nos tecidos dos
camundongos AdbIGATA1” foram semelhantes a dos WT. Nossos dados corroboram com 0s
de Malacco et al., 2019 que mostram que embora o numero de eosinéfilos tenha aumentado
apos a infeccdo por Aspergillus fumigatus, essas células parecem desempenhar um papel
secundario no processo de eliminagdo dos fungos, pois 0 nimero de UFC nos pulmdes dos
animais foram semelhantes entre os grupos WT e AdbIGATA1” (Malacco, et al., 2019).
Além disso, avaliamos o nivel de algumas citocinas e quimiocinas e corroborando com o
trabalho de Malacco, et al., 2019, observamos que os niveis de CXCL-1 na lingua, IFN-y no
soro e IL-1p foram significativamente maiores em animais WT. A concentragdo desses
mediadores também aumentou apés a infeccdo sublingual de camundongos AdbIGATA1™,
mas o aumento foi de intensidade menor que a observada em camundongos WT. No entanto,
ndo observamos diferenca na producdo de IL-17 entre WT e AdbIGATA1” como mostrado

por Malacco et al., 2019 na infeccdo pulmonar por A. fumigatus.
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Os eosindfilos desempenham um papel imunorregulador e ja foi demonstrado que
eles podem secretar fatores ou desencadear a expressdo de fatores com atividades ativadoras
de macrofagos, como TGF-B, IL-1, IL-6, TN, proteina inflamatoria de macrofagos-1a, bem
como ativadoras de neutrofilos (Jacobsen et al.,, 2007). Portanto, isso sugere que 0S
eosindfilos sdo capazes de alterar o perfil de resposta de outras células. Diante disso, nossos
resultados mostraram que a medida indireta do recrutamento de macréfagos, NAG, foi
significativamente maior na lingua de animais AdbIGATA1™" infectados com C. albicans. Isso
sugere que os eosindfilos ao tentarem conter o estimulo fingico podem causar lesdo tecidual,
bem como comprometer a atividade dos macréfagos em animais WT. Ja na auséncia de
eosindfilos e de seus mediadores, animais AdbIGATA1™", os macréfagos podem ter seu perfil
alterado e conseguir responder ao estimulo da forma correta, como com o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e da fagocitose de leveduras.De fato,

para elucidar tais mecanismos sdo necessarios estudos mais profundos.

Ao avaliarmos as histologias inferimos que a lesdo tecidual na lingua de animais
AdbIGATA1™ sdo bem mais discretas, assim como a guantidade de células inflamatorias e
fangicas é menor em relacdo ao grupo WT. A perda de peso dos animais nos experimentos
pode ser justificada, em parte, pela menor ingestdo de comida, pois apesar de ndo termos
utilizado gaiola metabdlica fizemos uma estimativa da alimentacdo por meio da pesagem
didria da racdo e, de fato, os animais infectados ingeriram menos alimento (dados nao
mostrados). O score clinico dos animais AdbIGATA1™ foi consideravelmente menor,
indicando que na auséncia de eosindfilos a resposta de defesa parece ser mais resolutiva e
menos lesiva. Diante da relevancia clinica da candidiase oral, esse resultado de score clinico
denota o papel crucial dos eosinofilos na patogénese da candidiase tendo como agente
etioldgico a C. albicans. Portanto, nossos resultados sdo subsidios para que mais estudos
sejam realizados a fim de compreender melhor o papel dos eosinofilos na infeccdo por

Candida albicans, assim como seu potencial como alvo terapéutico.
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8. CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi possivel compreender um pouco da relevancia clinica da
candidiase oral em contextos de imunossupressdo e ainda percebemos a falta de modelos
murinos que consigam mimetizar, de fato, a candidiase ocorrida em humanos. Além da
construcdo de dois modelos, um utilizando DEX e o outro 5-FU, realgamos a importancia dos
eosindfilos na relacdo C. albicans/hospedeiro. O papel modulador dos eosindfilos ficou claro,
visto que em animais AdbIGATA1™" na auséncia de eosinéfilos e de seus mediadores que
podem causar lesdo, observamos uma resposta inflamatéria de macrofagos e de neutréfilos
mais pontual e efetiva, e isso pdde ser comprovado pela melhora clinica e histopatologica
dessses animais. Muitas pesquisas e melhorias ainda sdo necessarias para elucidacdo dos
diversos mecanismos envolvidos nesse processo, no entanto os resultados desse trabalho nos

instiga a continuar buscando respostas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Candida albicans: de comensal a patogeno

A populacdo humana tem passado pelos processos de transicdo demogréafica e
epidemioldgica caracterizadas pela modernizacéo e elevacdo da expectativa de vida. Nas duas
Gltimas décadas as doencas de etiologia fungica tém se tornado um grave problema de saude
publica e isso reflete o expressivo aumento no numero de pessoas com algum
comprometimento do sistema imune (Vallabhaneni et al., 2016 ). Essa alta incidéncia de
micoses tem sido relacionada a fatores como o nimero crescente de transplantes de 6rgaos e a
consequente utilizacdo de terapias imunossupressoras, com 0 aumento de pessoas com cancer
e diabetes ( Razzaghi-Abyaneh et al., 2014 ), pelo envelhecimento da populagdo que vem
acompanhado de comorbidades, ao aumento na quantidade de pacientes que recebem
alimentacdo através de cateteres ou sondas e uso de antibidticos de amplo espectro, bem como
pela alta taxa de individuos com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Tercas et
al. 2017).

Poucos estudos multicéntricos foram publicados no Brasil, abordando a incidéncia de
candidemia, de populagdes suscetiveis, de taxas brutas de mortalidade, etiologia e taxas
de resisténcia antifangica in vitro (Doi et al., 2016). O estudo mais recente foi realizado pela
Vigilancia e Controle Brasileiro de Agentes Patogénicos de Importancia Epidemioldgica
(BrSCOPE) e envolveu 16 hospitais publicos e privados participantes das cinco regifes do
Brasil. Relataram que Candida spp foi a 7% causa mais prevalente (5,6%) de infeccdo da
corrente sanguinea nosocomial entre todos os patgenos estudados no SCOPE Brasil e foi
responsavel por 72,2% da taxa de mortalidade desse estudo. A ordem de classificagdo dos

principais isolados Candida spp foi C. albicans (34,3%), Candida
parapsilosis (24,1%), Candida tropicalis (15,3%), Candida glabrata (10,2%), Candida
krusei (1,5%), Candida pelliculosa (1,5%), Candida lusitaniae (0,7%), Candida

famata (0,7%) e Candida guilliermondii (0,7%) (Doi et al., 2016). Além disso, dados
relatados por uma pesquisa nacional de prevaléncia pontual realizada em 183 centros nos
EUA revelaram que Candida spp se tornou o microrganismo mais comum de infec¢cbes da

corrente sanguinea (Magill et al., 2014; Doi et al., 2016).
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A espécie Candida albicans foi descrita pela primeira vez ha aproximadamente 150
anos e, atualmente, é reconhecida como o mais importante fungo comensal e patogénico de
seres humanos (Noble et al. 2016). Como comensal, C.albicans coloniza o trato
gastrointestinal, a pele e o trato genitourinario feminino de pelo menos 70 % de adultos
saudaveis.Todavia, a colonizacdo pode se tornar patogénica se os hospedeiros desenvolverem

deficiéncias imunes, danos epiteliais ou disbiose (Noble et al. 2016).

A C. albicans possui pelo menos quatro tipos celulares diferentes, e dentre esses, as
hifas e as leveduras sdo os mais bem descritos, enquanto pseudo-hifas e clamiddsporos séo
menos caracterizados (Sudbery, 2011; Noble et al., 2016). As leveduras séo unicelulares e de
maneira geral apresentam morfologia variando de arredondada a oval, se reproduzem por
brotamento e a divisdo celular € um processo finamente regulado que envolve a divisao
nuclear, rearranjo do citoesqueleto e polarizagdo dos componentes citoplasmaticos em direcéo
ao broto em formacdo. Ao final do processo o broto (célula-filha) se desprende da célula-mae
e no local é formada uma cicatriz constituida de quitina, chamada cicatriz do broto (Noble et
al. 2016). Em contrapartida, as hifas sdo estruturas tubulares, pluricelulares, ramificadas ou
ndo, podendo conter um ou mais ndcleos por compartimento. Elas podem ser septadas, com
septos separando os compartimentos, ou asseptadas (cenociticas). O alongamento das hifas é
apical, com remodelamento da parede celular e extensdo em direcdo a fonte de nutrientes. Ao

conjunto de hifas da-se o0 nome de micélio (Carlisle et al. 2009; Noble et al. 2016).

Quando a divisdo celular por brotamento ndo resulta na separacdo da célula mae da
filha, forma-se uma estrutura chamada de pseudo-hifa, de forma elipsoide. Além dessa
estrutura, sdo formados ainda os clamidosporos. Esses sdo estruturas arredondadas,
intercalares ou terminais, situados nas hifas. So estruturas formadas durante a propagacéo
vegetativa das hifas e acredita-se que sejam importantes para sobrevivéncia em condicdes
hostis. Podem ser observadas in vitro em certas condi¢cbes adversas, como escassez de
nutrientes e hipoxia (Noble et al., 2016). Embora facilmente indutiveisin vitro, o0s
clamidosporos foram raramente observados in vivo (Palige et al., 2013; Bottcher et al., 2016),
por isso um possivel envolvimento de clamiddsporos no processo de infec¢do ndo € claro
(Bottcher et al., 2016).
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Essas variacbes morfologicas de C. albicans podem ser consideradas um fator de
viruléncia, pois, geralmente, as hifas e pseudo-hifas sdo encontradas nos tecidos do
hospedeiro quando patogénicas. Elas séo intrinsecamente invasivas em meios sélidos,
enquanto as leveduras sdo vistas principalmente como comensais e envolvidas com a
disseminacéo para outros sitios anatémicos (Noble et al., 2016). Por isso, estudos sobre os
fatores relacionados as variagfes morfologicas de C. albicans tem sido intensamente

investigados, principalmente nas interaces fungo-hospedeiro.

Pseudohifa

Figura 1: Morfologia das formas de pseudo-hifas, levedura e hifas. As barras de escala nos painéis

principais representam 5 pm e na inser¢do no painel de hifa representa 1 mm. Fonte: adaptado de
Sudbery, 2011.

Recentemente muitos estudos tem relatado um segundo sistema de transi¢do fenotipica
de C. albicans, caracterizado pela mudanca de levedura branca (padrdo) a levedura opaca.
Essas transicBes sdo epigenéticas e auxiliam os microrganismos a se adaptaram a estimulos
externos (Ene et al, 2016). As amostras que sdo homozigédticas no locus para o tipo de
acasalamento (MTL a/aou MTL o / o) podem mudar da forma de levedura branca para uma
forma de célula alongada denominada “opaca” (Sasse et al., 2013; Deng & Lin, 2018).
Destaca-se, no entanto, que mesmo sem alteragdes na sequéncia de DNA (epigenéticas),
ocorre transmissao hereditaria (Deng & Lin, 2018). As células opacas sdo a forma competente
para acasalamento de C. albicans (Deng & Lin, 2018). A alternéncia entre as fases branca e
opaca ocorre espontaneamente em uma frequéncia relativamente baixa, mas também pode ser
induzida por condi¢Ges ambientais (Craik et al., 201). As leveduras brancas e opacas possuem

diferencas que vao além da competéncia de acasalamento, pois se diferem na expressdo de
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muitos genes, incluindo adesinas e genes metabdlicos, sugerindo que os dois tipos de células
sdo adaptados a diferentes ambientes dentro do hospedeiro (Sasse et al., 2013; Deng & Lin,
2018). As células opacas sdo melhores colonizadoras da pele, mas séo muito menos virulentas
do que as células brancas, fato observado em modelo murino de candidiase disseminada
(Sasse et al., 2013) . Além disso, as células opacas ndo filamentam na maioria das condi¢des
que as leveduras brancas, o que pode resultar em uma capacidade reduzida de invadir os
tecidos (Sasse et al., 2013; Deng & Lin, 2018). No entanto, muitos estudos ainda precisam

ser realizados para informagGes mais concretas.

A espécie Candida albicans é aprimoradamente adaptada ao hospedeiro e pode formar
hifas em varias condicdes ambientais que refletem a diversidade dos microambientes
encontrados no hospedeiro. Podemos citar, por exemplo, que as hifas se formam em resposta
a presenca de soro, em pH neutro, em CO2 a 5% (pressdo parcial de CO2 na corrente
sanguinea), e na presenca de N-acetil-d-glucosamina (GIcNAc) (Sudbery, 2011). Em pH
baixo (<6), as células de C. albicans crescem predominantemente na forma de levedura,
enquanto em pH alto (> 7) o crescimento de hifas € induzido (Mayer et al. 2013; Sherrington
et al., 2017). A morfogénese também mostrou ser regulada por quorum sensing, um
mecanismo de comunicacdo microbiana (Albuquerque & Casadevall, 2012). As principais
moléculas de quorum sensing de C. albicans incluem farnesol, tirosol e dodecanol (Hall et
al.,2011; Mayer et al. 2013).

As provas fisiologicas mais comuns e mais simples para identificacdo de Candida
albicans e Candida spp séo avaliacdo da formacéo de tubo germinativo e filamentagédo em
cultivo em lamina. A formacdo do tubo germinativo é a base para o teste de diagndstico
classico para a presenca de C. albicans em microbiologia médica (Sudbery, 2011). A juncéo
de soro e temperatura de 37° C gera um ambiente extremamente propicio para a formagéo de
tubo germinativo a partir de levedura. No cultivo em lamina, avalia-se a capacidade de
producdo de hifas hialinas ramificadas. Caso a levedura forme hifas hialinas ramificadas sem
fragmentacdo, provavelmente pertence ao género Candida e se houver formacdo de

clamiddsporos caracteristicos, ¢ Candida albicans (Sudbery, 2011).
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1.1.1 Fatores de viruléncia

A viruléncia de C. albicans esta atrelada a uma gama de fatores que incluem a
transi¢cdo morfoldgica ja descrita, a expressdo de adesinas e invasinas na superficie celular, o
tigmotropismo, a formacdo de biofilme, a variacdo fenotipica e a secrecdo de enzimas
hidroliticas (Mayer et al., 2013; Hoyer & Cota, 2016). Além disso, apresenta uma rapida
adaptacdo a flutuacBes no pH ambiental, flexibilidade metabdlica, potentes sistemas de
aquisicdo de nutrientes e maquinarias robustas de resposta ao estresse oxidativo e nitrosativo
(Nicholls et al.,2011; Mayer et al., 2013).

A C. albicans possui um conjunto especifico de adesinas que permitem a aderéncia a
outras células de C. albicans, a outros microrganismos, a superficies abioticas e a interacao
com células hospedeiras (Mayer et al. 2013; Hoyer & Cota, 2016). Dentre as adesinas de C.
albicans, as mais bem caracterizadas sdo as proteinas com sequéncia semelhante a aglutinina
(Als), uma familia de proteinas composta por oito membros, Alsl-7 e Als9 (Mayer et al.
2013; Hoyer & Cota, 2016). Dessas oito proteinas, a Als3 e é especialmente importante para a
adesdo (Mayer et al., 2013; Hoyer & Cota, 2016). Outra importante adesina de C. albicans é a
Hwp1l, que serve como um substrato para transglutaminases de mamiferos e esta reacdo pode
unir covalentemente as hifas as células hospedeiras (Mayer et al., 2013). Alguns trabalhos
mostraram que mutantes para Hwpl apresentaram reducdo na aderéncia as células epiteliais
bucais, além de viruléncia atenuada em modelo murino de candidiase sistémica (Mayer et al.,
2013; Hofs et al., 2016). Diversas proteinas, independentes da morfologia, também podem
contribuir para a adesdo, como as proteinas ligadas ao glicosilfosfatidilinositol (Eapl, 1ff4 e
Ecma33), as proteinas associadas de forma ndo covalente a parede (Mp65, uma suposta f3-
glucanase ¢ a Phrl, uma B-1,3 glucanosiltransferase), as proteases associadas a superficie
celular (Sap9 e Sapl0) e a proteina de superficie semelhante a integrina Intl (Naglik et al.,
2011; Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016).

Apobs a adesdo as superficies das células hospedeiras, as hifas de C. albicans podem
secretar hidrolases que facilitam a penetragdo ativa nessas células (Wachtler et al., 2012;
Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016). Além disso, estudos salientam que as hidrolases
aumentam a eficiéncia na aquisicdo extracelular de nutrientes (Naglik et al., 2003; Mayer et
al., 2013; Hofs et al., 2016). Existem trés classes diferentes de hidrolases secretadas por C.

albicans: sdo as proteases, fosfolipases e lipases. A familia das aspartil proteases secretadas
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(Saps) possui dez membros, Sapl1-10, sendo que as Sapl-8 sdo secretadas e liberadas para
espaco extracelular, enquanto Sap9 e Sap10 permanecem ligadas a superficie celular (Naglik
et al., 2003; Mayer et al., 2013). A contribuicdo de Saps para a patogenicidade de C. albicans
é controversa, visto que alguns estudos indicam que Saps ndo sdo necessarias para invasao do
epitélio humano e que as Sapl1-6 sdo dispensaveis para viruléncia, fato observado em modelo
murino de candidiase disseminada (Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). No entanto, a
expressdao de genes codificadores de Sap em C. albicans em amostras mais patogénicas
comparadas com amostras menos patogénicas sugere um papel importante para essas
proteases na viruléncia (Moran et al., 2012; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). A familia
de fosfolipases consiste em quatro classes diferentes (A, B, C e D) (Mayer et al., 2013),
contudo apenas os cinco membros da classe B (PLB1-5) sdo extracelulares e podem contribuir
para a patogenicidade através da ruptura das membranas do hospedeiro (Mavor et al., 2005;
Mayer et al., 2013). A hidrolise dos fosfolipidos do hospedeiro pelas fosfolipases produz
acidos graxos e um numero de moléculas lipofilicas, como o diacilglicerol (DAG), acidos
graxos livres (FFAs), acido fosfatidico (PA), e liso-fosfolipidos (LPLs) que estdo envolvidos
em vias de sinalizacdo (Barman et al. 2018). A terceira familia de hidrolases, as lipases,
consiste em 10 membros (LIP1-10) (Mayer et al., 2013;) e tém a funcdo de catalisar a
conversdo de triacilglicerdis em &cidos graxos livres e glicerol, sendo responsaveis pela
desestabilizacdo da membrana do hospedeiro, pela lise de lipideos e pelo fornecimento de
moléculas envolvidas nas sinaliza¢des, assim como as fosfolipases (Mayer et al. 2013; Hofs
et al., 2016).

Para invadir as células do hospedeiro C. albicans pode utilizar dois mecanismos
diferentes: endocitose induzida e penetracao ativa (Naglik et al., 2011; Mayer et al.,2013;
Hofs et al., 2016). Para induzir a endocitose, o fungo expressa proteinas especializadas na
superficie celular, as invasinas, que medeiam a ligacdo a ligantes do hospedeiro, como a E-
caderina nas células epiteliais e a N-caderina nas células endoteliais (Dadar et al, 2018) e essa
interacdo leva ao englobamento da célula fangica pelas célula hospedeira. Mesmo hifas
mortas sdo endocitadas, indicando que tal processo & passivo, pois ndo requer a acdo de
células fungicas viaveis (Hofs et al., 2016; Dadar et al., 2018). Vale ressaltar duas invasinas
que as sdo mais bem descritas na literatura: a Als3 (j& mencionada por também ter papel de
adesina) e a Ssal (Mayer et al, 2013; Hofs et al., 2016). A Ssal é uma molécula expressa na

superficie celular e membro da familia da proteina de choque térmico 70 (Hsp70) (Mayer et
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al., 2013; Hofs et al., 2016). Estudos anteriores demonstraram que o fungo com delegdo em
Als3 e Ssal exibiram reduzida aderéncia e invasao epitelial, com a consequente reducdo da
viruléncia em modelo murino de candidiase orofaringea (Naglik et al., 2011; Mayer et al.,
2013; Hofs et al., 2016). J& a penetracdo ativa € um processo fungico e necessita de hifas de
C. albicans viaveis (Wdchtler et al., 2011; Mayer et al., 2013).

Descobriu-se que as hifas de C. albicans induzem dano epitelial e ativam a resposta
imune inata, principalmente, por meio da secre¢cdo de uma toxina citolitica denominada
candidalisina, um peptideo anfipatico com estrutura helicoidal codificada pelo gene ECE1
(Moyes et al., 2016). Primeira toxina peptidica a ser identificada em um patogeno fungico
humano e em células epiteliais orais, a candidalisina induz o influxo de ions de célcio e a
liberacdo de lactato desidrogenase (LDH), que sdo caracteristicas de dano celular e
desestabilizacdo de membrana (Moyes et al.,, 2016). Os experimentos realizados com
mutantes de C. albicans, em que o gene ECELl inteiro ou a regido codificadora de
candidalisina foi deletado, mostraram que o fungo tem potencial invasivo eficiente in vitro,
mas sdo incapazes de induzir dano tecidual ou liberacdo de citocinas em modelo murino de
candidiase orofaringea (OPC) (Moyes et al., 2016).
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Figura 2: Diagrama das interaces de Candida albicans com células epiteliais orais, peptideos de
defesa do hospedeiro (PDHs) e microbiota oral. (A) invasdo de células epiteliais por C. albicans por

endocitose mediada por receptor. As invasinas Als3 e Ssal de C. albicans interagem com a E-caderina
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e um heterodimero composto pelo receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e HER2, que
ativam a via da endocitose da clatrina, resultando na endocitose do fungo. (B) Invasdo de C. albicans
por penetracdo ativa, em que a hifa progressivamente se alonga e entra na célula epitelial. (C) Os
peptideos de defesa do hospedeiro (PDHSs) liberados pela célula epitelial infectada podem levar a
morte de C. albicans. No entanto, C. albicans pode resistir aos PDHs regulando positivamente a
bomba de efluxo Flul, que reduz os PDHs intracelulares, secretando as SAPs, capazes de degradar as
HDPs pela liberagdo da mucina Msb2, que se liga e inativa os PDHs. (D) C. albicans pode invadir
células epiteliais orais por degradacdo proteolitica de proteinas juncionais intercelulares. (E) As hifas
de C. albicans se ligam a Candida glabrata e bactérias como Staphylococcus aureus e Streptococcus
spp, 0 que pode aumentar a capacidade de alguns desses organismos em invadir células epiteliais,
enquanto alguns desses organismos podem aumentar a viruléncia de C. albicans. (F) C. albicans
secreta candidalisina, uma toxina que causa dano epitelial. Fonte: adaptado de Swidergal & Filler,
2017.

A capacidade de formar biofilme em superficies abiéticas e bidticas também €é outro
fator de viruléncia importante para C. albicans. Os biofilmes sdo estruturas constituidas por
espessa matriz extracelular amorfa que envolve desde células leveduriformes a hifas e
pseudo-hifas de C. albicans (Hofs et al., 2016). Quando maduro, células leveduriformes
destacam-se do biofilme, sendo essas as responsaveis pela dispersdo para outros sitios (Finkel
& Mitchell, 2011; Hofs et al., 2016). Os biofilmes possuem resisténcia aumentada aos
antifingicos devido a complexa arquitetura que o engloba, presenga de B-glucanas na matriz
extracelular, ao aumento da expressdo de bombas de efluxo de drogas e a plasticidade
metabdlica (Mayer et al.,2013; Hofs et al., 2016). Em estudos anteriores, identificaram que a
principal proteina de choque térmico, Hsp90, € um importante regulador da disperséo de C.
albicans. (Robbins et al., 2011; Mayer et al., 2013) e da resisténcia aos antifingicos em
biofilmes (Robbins et al., 2011; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016).

Vérias condi¢cdes ambientais desencadeiam a morfogénese e a formacdo de biofilme
em C. albicans. A detec¢do por contato estd envolvida nesse processo, pois quando as hifas se
aproximam de superficies, como as mucosas, elas realizam o tigmotropismo, que consiste na
capacidade de reconhecer juncdes intercelulares através de sensoriamento promovendo a
extensdo da porcéo apical das hifas e penetracdo no substrato (Mayer et al., 2013). Brand e
colaboradores demonstraram que o tigmotropismo das hifas de C. albicans é regulado pela
captacdo extracelular de célcio e esse sensoriamento direcionado é necessario para o dano
total das células epiteliais (Brand et al., 2008; Hofs et al., 2016).

113



C. albicans é extremamente adaptavel a diversos nichos ambientais € um dos motivos
que permite tal proeza é a capacidade de “sentir” o pH e regula-lo conforme sua necessidade.
No hospedeiro humano, C. albicans é exposta a um pH circundante variando de ligeiramente
alcalino a &cido (Davis et al., 2009; Hofs et al., 2016). Dependendo do nicho do hospedeiro,
as alteracdes no pH ambiental podem ser dinamicas, como ocorre no trato gastrointestinal.
Para C. albicans, pH neutro a alcalino pode causar estresse grave, podendo levar ao mau
funcionamento de proteinas e comprometimento na aquisicdo de nutrientes (devido a
interrupcdo do gradiente de proétons) (Sherrington et al., 2017). Sendo assim, a forma de
adaptacdo da C. albicans a mudancas de pH envolve além de inducdo da filamentagdo, a
expressdo de proteinas reguladoras, principalmente a PHR1 e PHR2, que sdo B-glicosidases
de parede celular 1 e 2, respectivamente (Mayer et al. 2013). Enquanto a PHR1 é expressa em

meio neutro-alcalino, a PHR2 € principalmente expressa em meio acido (Mayer et al., 2013).

A existéncia de vias reguladoras de estresse também contribui para a sobrevivéncia e
viruléncia de C. albicans. As respostas celulares aos estresses incluem respostas de choque
térmico, osmotico, oxidativo e nitrosativo (Brown et al., 2012). A resposta ao estresse
osmético resulta em acumulo intracelular de glicerol, soluto que impede a perda de &gua
(Mayer et al., 2013). Espécies reativas de oxigénio (EROs), como perdxido de hidrogénio,
anions superoxido e radicais hidroxilas, produzidas por células do sistema imune inato, como
macrdfagos e neutrofilos, induzem um dano oxidativo (Brown et al., 2012) e como resposta
C. albicans produz enzimas antioxidantes como a catalase Ctal e as superoxidos dismutase,
Sodl e Sod5, que séo cruciais para a eficiente desintoxicagcdo de EROs (Martchenko et al.,
2004; Mayer et al., 2013; Hofs et al., 2016). Além desses radicais, macrofagos e neutrofilos
produzem espécies reativas de nitrogénio que induzem uma resposta ao estresse nitrosativo
em células de C. albicans fagocitadas e a principal proteina implicada na protecdo e
desintoxicacdo da célula fungica sdo as Yhb1l (proteina relacionada com a flavohemoglobina)
(Mayer et al.,2013).

A resposta ao choque térmico € uma reagdo conservada de organismos Vivos a
condigOes estressantes, como alta temperatura, privagdo nutricional e estresse oxidativo
(Mayer et al., 2013). Tais tensdes podem levar tanto a perda da estrutura das proteinas como a
agregacao de proteinas ndo especificas, resultando na morte celular. Sendo assim, como forma
de protecdo C. albicans produz proteinas especializadas ao choque térmico (Hsps) que atuam
como chaperonas e previnem o desdobramento e a agregacdo de proteinas (Richter et al.,
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2010). Seis Hsps principais foram identificadas em C. albicans: Hsp104, Hsp90, Hsp78, duas
proteinas Hsp70 (Ssal e Ssa2) e Hsp60 (Mayer et al., 2013). A Hsp90 é uma das principais
Hsp em C. albicans e regula a resisténcia a drogas, a morfogénese, a formacéo de biofilme e a
viruléncia (Robbins et al., 2011; Mayer et al.,2013). Os dois membros da familia Hsp70 de C.
albicans, Ssal e Ssa2 sdo expressos na superficie celular e funcionam como receptores para
peptideos antimicrobianos como, por exemplo, Ssa2 que se liga a histatina 5 (Li et al.,
2003;Li et al., 2006; Sun et al., 2008; Mayer et al., 2013).

No que diz respeito ao metabolismo, 0s elementos tracos sdo essenciais para 0
crescimento e sobrevivéncia de todos 0s organismos vivos. Entre 0s mais importantes para o
bom funcionamento de varias proteinas e enzimas estdo o ferro, o zinco, 0 manganés e o
cobre (Mayer et al.,2013). Tanto os hospedeiros como 0s microrganismos patogénicos
desenvolveram mecanismos para adquirir ou restringir 0 acesso a esses elementos (Hood &
Skaar, 2012). O mais investigado em processos de patogénese é o ferro e C. albicans é capaz
de adquiri-lo por diferentes maneiras, incluindo um sistema redutor, um sistema de captacao
de siderdéforos e um sistema de captacdo de ferro- heme (Almeida et al. 2009; Hofs et al.,
2016). O sistema redutor modula a aquisicé@o de ferro da ferritina e transferrina hospedeiras ou
do ambiente (Mayer et al.,2013). C. albicans ndo sintetiza seus proprios sideroforos, porém o
fungo utiliza um sistema de captacdo para roubar ferro de sideréforos produzidos por outros
microrganismos, também conhecidos como xeno-sider6foros. O Unico transportador de
sideroforo descrito em C. albicans € Sitl (Mayer et al.,2013) . E por ultimo, o sistema de
captacdo de ferro-heme que promove aquisi¢do de ferro da hemoglobina e hemeproteinas e
sdo mediados pelos membros da familia dos receptores heme RBT5, RBT51, CSAL, CSA2 e
PGA7 (RBT6) (Almeida et al.,2009; Mayer et al.,2013). Foi demonstrado que a adesina e
invasina Als3 podem atuar como receptor para a ferritina (Almeida et al., 2008). O zinco é o
segundo elemento mais abundante na maioria dos organismos vivos (Hood & Skaar, 2012).
Mayer e colaboradores elucidaram um mecanismo de aquisi¢do de zinco por C. albicans, em
que o fungo secreta a proteina de ligacdo ao zinco Pral (antigeno 1 regulado por pH), que
semelhante a aquisicdo de ferro mediada por sideréforo, age como um zincéforo ligando o
zinco extracelular e reassociando-0 a célula fungica. Outros elementos como cobre e o
manganés também sdo essenciais para o crescimento de fungos, no entanto 0s mecanismos
utilizados por C. albicans para obté-los sdo atualmente pouco compreendidos (Mayer et
al.,2013; Hoyer & Cota, 2016).
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Como um comensal, C. albicans estd bem adaptado aos ambientes em réapida transicao
e, por muitas vezes, com escassez de nutrientes (Miramén et al. 2017). De fato, C. albicans
faz uso de ambas as fontes de carbono, aglcar e ndo acucar, durante a infeccdo (Brown et al.
2014; Miramon et al. 2017). Como por exemplo, o lactato é abundante em muitos nichos do
hospedeiro e C. albicans utiliza esse nutriente como um sinal para promover mudancas
profundas na arquitetura de sua parede celular (Ene et al. 2012; Netea et al., 2015). Essas
alteragdes camuflam os B-glucanos e permite a evasdo do sistema imune (Ene et al., 2012;
Netea et al., 2015). Além disso, as células cultivadas em meio com disponibilidade de lactato
sdo menos fagocitadas por macrofagos e mais habeis em escapar do englobamento (Ene et al.,
2013; Netea et al., 2015). J& no interior de macrofagos, C. albicans é capaz de interferir na
acidificacdo normal do fagolissoma, inibindo a maturacdo do fagossoma e auto induzindo a
morfogénese da hifa, o que contribui para a fuga (e morte) do macréfago tanto pela ruptura

fisica quanto pela inducdo de piroptose (Vylkova et al. 2014).
1.1.2 Colonizagado X Invasao

A capacidade do sistema imune em realizar a discriminacéo entre colonizagéo e invasédo
é crucial para manutencdo da homeostase. Os fungos dimorficos como Histoplama
capsulatum, Paracoccidioides brasiliensis, Penicillium marneffei e Blastomyces dermatitidis,
geralmente apresentam formas filamentosas quando saprofiticos, mas se transformam em
levedura dentro do hospedeiro (May & Casadevall, 2018). Portanto, a morfologia em que o

fungo se encontra, pode determinar sua capacidade de colonizacdo ou invasao.

Em relacdo a C. albicans ndo ha conhecimento sobre sua forma saprofitica e esse
microrganismo pode crescer tanto como levedura quanto como hifa no hospedeiro (Romani et
al. 2003). Embora ndo sendo um dimérfico classico, as alteragfes morfoldgicas de C.
albicans estdo diretamente ligadas a sua viruléncia (Gow et al. 2012; May & Casadevall,

2018 ) como ja descrito.

Existem diferengas estruturais no envoltério externo entre leveduras e hifas. Os f-
glucanos das leveduras de C. albicans s&o protegidos contra o reconhecimento do sistema
imune pelas manoproteinas, mas se tornam expostos na levedura em desenvolvimento e nas
hifas, o que conduz a diferencas nos perfis de ativacdo do sistema imune por essas células
(Davis et al. 2014). Em um modelo de tecido epitelial oral humano, as hifas invasoras

desencadearam multiplas vias de sinalizacdo pro-inflamatérias do hospedeiro, enquanto as
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leveduras apenas colonizam a superficie do tecido sem causar danos (Moyes et al.2010;
Pappas et al., 2018).

Em individuos saudaveis, as superficies mucosas sao frequentemente colonizadas por
C. albicans, no entanto essa colonizagdo ndo induz dano epitelial, ja que o nimero de células
de levedura € pequeno e, além disso, hd uma microbiota natural que atua como um
antagonista/competidor ao crescimento exacerbado de qualquer espécie. Como consequéncia
disso, ha comprometimento da resposta de citocinas induzida a partir das células epiteliais, de
macrofagos da mucosa e/ou DCs. Nas leveduras de C. albicans, os padrGes moleculares
associados a patdgenos (PAMPs) responsaveis pela ativacdo do inflamassoma séo ocultados,
e a resposta do tipo IL-1B ou Th17 é prejudicada (Gow et al., 2012; Pappas et al., 2018;
Campos et al., 2018).

Como demonstrado na figura 3, as leveduras podem desencadear uma via da proteina
quinase ativada por mitogeno (MAPK), envolvendo MAPKSs p38, e levar a ativacdo dos
fatores de transcricdo JUN e FOS, mas isso ndo é suficiente para desencadear uma resposta de
citocinas em células epiteliais A invasdo de superficies mucosas se inicia com a transi¢cdo da
forma leveduriforme para a filamentosa. Nesse caso, as hifas induzem né&o apenas a via
MAPK, normalmente ativada pelas leveduras, mas também uma segunda via de MAPK que
leva a ativacdo da MAPK fosfatase 1 (MKP1), desencadeando a producéo de IL-1a e IL-6.
Além disso, as hifas sdo capazes de ativar o inflamassoma e induzir a producgéo de IL-1p por
células imunes, como os macrofagos. Tal citocina pode estimular as células Th17 a produzir
outros mediadores como a IL-17, que ativa os neutrofilos, e a IL-22 que induz a liberacdo de
defensinas pelas células epiteliais (Figura 3) (Gow et al., 2012; Netea et al., 2015). Portanto,
o0 estado colonizador ou invasor de C. albicans depende de dois fatores principais: um € o
sistema imune do hospedeiro e outro esta relacionado aos fatores de viruléncia desse patégeno
(Kabir et al. 2012; Campos et al., 2018 ).
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FIGURA 3: Colonizacdo versus invasdo. a) Colonizacdo da pele e superficies mucosas por C.

albicans.b) Invasao de superficies mucosas por C. albicans. Fonte: adaptado de Gow et al., 2011

1.2 CANDIDIASE

As espécies de Candida, patdgenos oportunistas, sdo0 uma das principais causas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (Pfaller et al., 2014; de Oliveira Santos et al.,
2018) e podem causar vaginite, candidiase oral, candidiase cutanea e infeccOes sistémicas
(Wéchtler et al., 2012 ;de Oliveira Santos et al., 2018). A Candida albicans é a espécie
patogénica mais isolada, no entanto outras espécies como C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis , C. krusei, C. famata, C. guilliermondii e C. lusitaniae estdo sendo cada vez
mais isoladas, principalmente em individuos com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
( Mayer et al.; de Oliveira Santos et al., 2018).
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As células dos fungos, assim como as celulas humanas, sdo eucarioticas, e isso gera
uma grande dificuldade na elaboracao de antifungicos com toxicidade seletiva, resultando em
efeitos colaterais consideraveis aos pacientes, além de menor nimero de alvos disponiveis
para acao de drogas (de Oliveira Santos et al., 2018). Na década de 90 houve um aumento na
descoberta de agentes antifungicos, sendo as equinocandinas a classe de antifungicos mais
recentemente descobertos, no inicio dos anos 2000 (Paramythiotou et al., 2014). Apesar dos
avancgos terapéuticos as candidiases continuam sendo infec¢Ges altamente prevalentes na

populacéo.
1.2.1 Candidiase oral (CO)

A candidiase oral é uma infeccdo mucosa oportunista causada, na maioria dos casos,
pelo fungo Candida albicans, e pode prejudicar a fala, a ingestdo nutricional e a qualidade de
vida (Pankhurst, 2009; HELLSTEIN & MAREK, 2019). A candidiase oral ocorre em 35%
dos pacientes com sindrome de Sjogren, em idosos, bebés, usuarios de préteses e individuos
com o virus do HIV (Conti et al., 2009; HELLSTEIN & MAREK, 2019). Os achados clinicos
na candidiase oral sdo bastante variaveis, podendo ser observados desde quadros localizados,
como as estomatites, até formas graves e generalizadas, como a candidiase hiperplasica
crbnica. Sendo assim, pode-se subdividir clinicamente a candidiase oral em cinco
apresentacdes distintas, pseudomembranosa, atrofica aguda, hiperplasica cronica, queilites
angulares e lingua negra pilosa (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein &
Marek, 2019).

A forma pseudomembranosa é a manifestacdo clinica mais comum da candidiase oral
e as lesdes sdo popularmente conhecidas como “sapinho”. Essas lesdes ocorrem,
principalmente, em recém-nascidos, pois ainda ndo possuem uma microbiota totalmente
formada e, além disso, apresentam um pH acido, fatores esses que facilitam a colonizacdo da
cavidade oral por microorganismos patogénicos (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams,
2017; Hellstein & Marek, 2019). Clinicamente, inicia-se por pequenos pontos esbranquicados
na mucosa e esses vao se tornando confluentes, para formar pseudomembranas de coloragédo
esbranquicada, aderidas a mucosa e suportadas por um fundo eritematoso, que pode ser vista
quando removidas (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek,
2019). Esta forma pode ser facilmente diagnosticada pela visualizagcdo, em microscopio, de

leveduras e de pseudo-hifas no material coletado por swab e também pode ser confirmada
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pelo isolamento das espécies em cultura. Nas formas eritematosas, a escassa presenca de
leveduras na superficie da mucosa, muitas vezes, exige a realizacdo de bidpsia para

estabelecimento do diagndstico (Repentigny et al., 2004; Lewis; Williams, 2017).

A candidiase atrofica aguda é uma condicdo secunddria a um quadro
pseudomebranoso e pode ser identificada pela presenga de eritema visivel no dorso da lingua.
Esse tipo de lesdo, bastante dolorosa, pode ser observado também como uma lesdo primaria
em outras regides da boca e estd geralmente associada a antibioticoterapia prévia (Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

A candidiase hiperplasica cronica é também conhecida como candidiase leucoplasica e
é caracterizada por placas brancas, fortemente aderidas a cavidade oral, em que pode se
observar um contorno eritematoso ao redor das placas. Essas lesdes diferenciam-se da
candidiase pseudomembranosa em razdo da forte aderéncia das placas as mucosas (Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

A queilite angular, popularmente conhecida como “boqueira”, apresenta lesdes com
inicio por maceracdo no angulo de jungéo do labio superior com o inferior e apresentam ainda
uma fissura exatamente na juncdo dos labios e s@o recobertas por uma camada cremosa que
tende a dessecacdo, formando crostas. As lesdes podem sangrar facilmente, principalmente se
a crosta que as recobre é deslocada. O paciente queixa-se de sensac¢Bes de picadas no local,
dor e queimadura (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek,
2019).

A lesdo da lingua negra pilosa pode iniciar-se por sintomas generalistas, como boca
seca, prurido e sensacdo de queimaduras, com o aparecimento de hipertrofia nas papilas. As
leses ficam com uma coloragdo escurecida por impregnacdo de substancias escuras
encontradas nos alimentos e bebidas. O papel das leveduras como Unico agente etiolégico €
muito discutido, entretanto o fato de isolar leveduras em algumas infecches e o
desaparecimento destas apds tratamento especifico demonstra seu papel importante como
agente causador dessa patologia. Em alguns casos, a presenca da levedura é somente uma
colonizacao de lesBes prévias, como nos carcinomas verrucosos da mucosa oral, e isso pode
ser confundido com a lingua negra pilosa (Sidrim & Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017;
Hellstein & Marek, 2019). De fato a candidiase oral/orofaringea € uma patologia associada ao
rompimento da homeostase imune, sendo, portanto a infeccdo fungica oportunista que mais
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acomete pacientes com a resposta imunoldgica comprometida. (Conti et al., 2009; Sidrim &
Rocha, 2004; Lewis & Williams, 2017; Hellstein & Marek, 2019).

1.3 INTERACAO Candida albicans/hospedeiro

O padréo de resposta imune desencadeado pela interacdo microrganismo-hospedeiro
determina o progndstico. A resposta imune as espécies de Candida é moldada pelo carater
comensal que esse fungo possui (Netea et al., 2015). O primeiro estdgio de uma resposta
imune é o reconhecimento desses fungos por receptores reconhecedores de padrdo (PRRs),
incluindo os receptores do tipo Toll (TLRs), receptores de lectina do tipo C (CLRs),
receptores do tipo NOD (NLRs) e receptores do tipo RIG-1 (RLRs) (Netea et al., 2015). A
parede celular de C. albicans possui duas camadas que podem ser diferenciadas em camada
externa, composta principalmente por glicoproteinas ligadas a O e N que consistem em 80-
90% de manose, e em camada interna, que contém os polissacarideos quitina, 3-1,3-glucana e
B-1,6-glucana, que conferem resisténcia e forma as células (Netea et al,. 2015). Essas
estruturas fungicas sdo os PAMPs mais imunoestimuladores sendo, portanto, os responsaveis
pela ativacdo inicial da resposta (Netea et al., 2015). Entretanto, C. albicans e outros fungos
sdo capazes de evitar o reconhecimento pela redugdo da disponibilidade de B-glucanas na

superficie celular (Hopke A. et al., 2016).

O receptor de B-glucana mais descrito € o dectina-1 (também conhecido como
CLEC7A), um CLR expresso principalmente em mondcitos e macréfagos que induz a
producéo de citocinas, bem como a internalizacdo do fungo (Goodridge et al., 2011; Pappas et
al., 2018). Além de induzir a ativacao celular direta, o envolvimento da dectina-1 potencializa
as respostas a ligacdo em TLR2 e TLR4 e estes TLRs reconhecem estruturas contendo
manana da parede celular de C. albicans (Ferwerda et al,. 2008; Pappas et al., 2018) A
sinalizacdo via dectina-1 também foi descrita por evitar a liberacdo desordenada de
armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETS) durante a infeccdo flngica, o que evita a
ocorréncia de dano tecidual extenso pela resposta imune (Branzk et al. 2014). Todavia, hem
todas as C. albicans s@o reconhecidas pela dectina-1, provavelmente devido a diferencas
ténues na estrutura dos componentes B-glucanas da parede celular, o que pode justificar a
diferenca na suscetibilidade dos hospedeiros deficientes em dectina-1 aos diferentes tipos de

C. albicans (Marakalala et al., 2013). Trabalhos mostraram que polimorfismos no receptor
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dectina-1 estdo mais associados a colonizacdo do trato geniturinario, a candidiase
vulvovaginal recorrente por espécies de Candida (Smeekens et al. 2013; Pappas et al., 2018;
Campos et al., 2018).

As B-glucanas também sdo reconhecidas por receptores do complemento 3 (CR3),
principalmente em neutréfilos. O CR3, e ndo a dectina-1, é o principal receptor de neutrofilos
humanos para particulas que possuem B-glucana (van Bruggen et al. 2009; Pappas et al.,
2018; Campos et al., 2018). As mananas e manoproteinas também sdo componentes
importantes e imunogénicos da parede celular de C. albicans e sdo reconhecidos por varios
CLRs, incluindo o receptor de manose e dectina-2 (também conhecida como CLEC6A)
(Netea et al. 2015). O receptor de manose € expresso em macrofagos e reconhece N-mananas
de C. albicans (Netea et al. 2008; Pappas et al., 2018; Campos et al., 2018) e essa via de
sinalizacdo desempenha um papel crucial na expressdo de citocinas pré-inflamatorias,
principalmente IL-17 (van de Veerdonk et al. 2009; Pappas et al., 2018; Campos et al., 2018).
Ja a dectina-2, expressa principalmente em DCs, macrofagos e neutrofilos, reconhece a-
mananas de C. albicans (Saijo et al. 2010; Netea et al., 2015; Campos et al., 2018).. A
dectina-2 tem seu papel bem descrito na modulacédo de respostas celulares Th17 (Ifrim et al.
2014; Netea et al., 2015).

Os TLRs séo capazes de reconhecer os patdgenos fangicos de duas maneiras: por meio
dos TLRs ligados a membrana, como TLR2, TLR4 e TLR6, que reconhecem principalmente
0s constituintes manoproteicos da parede celular fungica (Netea et al. 2008; Pappas et al.,
2018; Campos et al., 2018) e pelos receptores intracelulares que reconhecem os &cidos
nucleicos citoplasmaticos (TLR3 e TLR9) (Netea et al. 2015). O TLR9 ¢é capaz de reconhecer
a quitina e tal interacdo culmina na producdo de citocinas anti-inflamatdrias necessarias para
manter uma resposta imunoldgica equanime (Wagener et al. 2014; Taghavi et al.,2017).
Interessantemente, a ativacdo epitelial por candidalisina, ndo ¢ mediada por CLRs ou TLRs
(Moyes et al., 2015). Tal fato propde que as células epiteliais utilizem mecanismos sensoriais
diferentes das células mieloides, visto que as células mieloides respondem aos componentes
da parede celular de C. albicans, como B-glucana e manana, enquanto as células epiteliais
respondem por meio da via de sinalizagcdo p38 / c-Fos / MKP1 detectando a atividade de
candidalisina (Naglik et al., 2014; Wilson et al., 2016).
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Ainda inserido no contexto de reconhecimento do patdgeno pelo hospedeiro, vale
ressaltar os receptores do tipo NOD (NLRs). Sao receptores citoplasmaticos que executam
varias fungdes bioldgicas essenciais, incluindo o processamento, apresentacdo de antigeno e
ativacdo dos inflamassomas (Netea et al. 2015). Na infecgdo por Candida spp esses receptores
tem como principal fungdo o reconhecimento e a modulagdo de respostas mediadas por
quitina, especialmente a producgdo de IL-10 pela ativagdo de NOD2 (Wagener et al. 2014).
Outro efeito bioldgico importante dos NLRs é a sua participacdo como componente do
inflamassoma. A ativacdo do inflamassoma NLRP3 por hifas de Candida, mas ndo por
leveduras, foi mencionado em varios estudos (Joly et al. 2009; Netea et al., 2015) e isso tem
sido proposto como um dos mecanismos que torna o hospedeiro capaz de diferenciar a
colonizacdo da invasdo de Candida (Gow et al. 2012). Existem estudos que relatam que Sap2
e Sap6, principalmente, secretadas por C. albicans sdo capazes de ativar inflamassoma
NRLP3, o que resulta em uma producdo potente de IL-1p e IL-18 (Pietrella et al. 2013; Netea
etal., 2015).

Ap0s todo esse processo inicial de reconhecimento dos PAMPs fungicos pelas varias
familias de PRRs, inicia-se uma cadeia de mecanismos efetores que, em Gltimo caso, leva a
depuracdo dos fungos (Netea et al. 2015). Tanto células imunes quanto ndo imunes
contribuem para a resposta inata antifungica, como por exemplo, os macréfagos, neutrofilos,
células natural killer (NK) e as celulas epiteliais. Além disso, um epitélio e endotélio integros

séo importantes barreiras mecénicas contra a invasdo tecidual por fungos (Netea et al. 2015).

As células epiteliais auxiliam no controle do estado comensal de Candida pela
producdo de B-defensinas, que tém uma poderosa atividade antifingica, em resposta a I1L-22
liberada pelas células Th17 ou células linfoides inatas (ILCs) (Tomalka et al., 2015). O
epitélio responde a colonizacdo de espécies de Candida por meio de um mecanismo
dependente de TLR4 e essa interacéo leva a ativacdo de NF-xkB e AP-1 (Netea et al., 2015).
No entanto, quando ha formacdo de hifas, ha ativacdo de proteina quinase 1 (PKA 1) por
mitogenos (MAPK1) e a sinalizacdo de FOS nas células epiteliais (Moyes et al., 2011;
Campos et al., 2018).

Os macrofagos possuem grande relevancia na defesa antifungica. Os macrofagos
residentes teciduais sdo células efetoras, produtoras de citocinas e quimiocinas inflamatérias

que atuam no recrutamento e ativacdo de outras células imunes no local da infec¢do (Netea, et
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al., 2015). A consideravel influéncia de macrdfagos na defesa anti-Candida foi evidenciada
por estudos in vivo que utilizaram camundongos com deplecdo de macrofagos e
demonstraram que esses animais apresentaram elevada carga fangica nos tecidos, se tornaram
mais susceptiveis a candidiase invasiva, com uma maior taxa de mortalidade (Netea et al.,
2015). Estudos avaliaram camundongos deficientes para o receptor de quimiocina CX3CL1
(CX3CR1) e mostraram que o acumulo diminuido de macréfagos derivados de mondcitos no
rim leva a insuficiéncia renal e a morte (Lionakis et al., 2013) em modelo murino de
candidiase sistémica. Outros trabalhos mostraram que a deficiéncia do receptor CCR2,
essencial para o recrutamento de mondcitos para tecidos infectados, promove um aumento da

suscetibilidade a candidiase sistémica (Ngo et al., 2014).

Os neutrdfilos também desempenham um papel importante na resposta do hospedeiro
contra infeccBes por Candida (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018). Células epiteliais
ativadas e macrdfagos residentes teciduais liberam quimiocinas que recrutam neutréfilos para
o local da infeccéo fungica (Netea et al., 2008; Pappas et al., 2018). A ativacdo de neutrdfilos
¢ importante para o controle da infeccdo por Candida, sendo a neutropenia um importante
fator de risco para infeccdes fungicas invasivas (Pappas et al., 2018). Além disso, 0s
neutréfilos sdo habeis em inibir com sucesso o processo de morfogénese de C. albicans
(Brown, 2011; Pappas et al., 2018). Utilizam mecanismos efetores oxidativos e néo
oxidativos para combater Candida (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018) como a liberagéo
de EROs, a produgdo de fatores antimicrobianos, como lisozima, lactoferrina, elastase, -
defensinas, gelatinases e catepsina G (Amulic et al., 2012; Pappas et al., 2018). A elastase
neutrofilica e a catepsina B foram caracterizadas como tendo atividade antiflngica e a elastase
contribuiu para a liberacdo de NETs (Netea et al., 2015). As fibras de NETs se ligam e
neutralizam os patogenos, fornecendo um mecanismo para combater as hifas que sdo grandes
demais para serem fagocitadas (Menegazzi et al., 2012; Netea et al., 2015). Além disso, a
formacdo de NETSs induz a liberacdo de substancias antimicrobianas como, por exemplo, a
mieloperoxidadse (MPOQ), lactoferrina, azurocidina e catelicidina, dos granulos dos
neutrofilos (Netea et al., 2015 ). Ha também uma proteinase, a proteinase- 3 derivada de
neutréfilos, que é capaz de quebrar a catelicidina no peptideo antimicrobiano LL-37, também
conhecido como CAMP, (Sorensen, et al., 2011;Netea et al., 2015) e este pode promover a
ruptura da membrana celular fangica (Zhang et al., 2010; Kahlenberg et al., 2013; Netea et

al., 2015), inibir a formacao de biofilme e adesdo fangica, aumentar a quimiotaxia, produzir
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EROs e inibir a apoptose de neutrofilos (Netea et al., 2015; Pappas et al., 2018) As vias
receptoras que levam a morte de Candida por neutréfilos foram recentemente descobertas
(Netea et al. 2015). Os mecanismos dependentes de EROs necessarios para a depuracdo de
Candida opsonizada dependem dos FcyRs e da proteina quinase C, enquanto a via
independente de EROs, importante para a morte de Candida ndo opsonizada, depende da
ligacdo de CR3 e do recrutamento de CARD9 (Gazendam et al. 2014) e para ambos

mecanismos a dectina 1 é dispensavel ( Netea et al. 2015).

Assim como mondcitos, macréfagos e neutrofilos, as células NK contribuem para a
rapida resposta imune inata contra patdgenos (Netea et al., 2015). Sabe-se que as células NK
ndo inibem a transformacéo de levedura em hifa em Candida, entretanto foi descrito atividade
antifingica dependente de perforina das NK (Voigt et al. 2014). A ativacdo de uma resposta
imune inata robusta pelas células epiteliais e fagocitarias, provavelmente com a ajuda de
células NK, é na maioria dos casos suficiente para evitar o deslocamento de espécies de

Candida da colonizacdo de superficies para invasdo de tecidos (Netea et al. 2015).

Estudos demonstraram que as DCs séo essenciais para a resposta do hospedeiro contra
espécies de Candida por meio da producéo de IFN-B (del Fresno et al., 2013; Pappas et al.,
2018). As DCs podem fagocitar e eliminar espécies de Candida, porém sdo menos efetivas
gue os macrdfagos na morte de fungos (Pappas et al., 2018). Uma vez em contato com 0s
fungos, as DCs os fagocitam, e estes sdo degradados no compartimento fagocitico, dando
origem a peptideos antigénicos, que sdo montados associados ao MHC de classe I, e
posteriormente sdo direcionados para a superficie das DCs ativadas para apresentagdo a
células T CD4 * (Moyes et al., 2015). Estudos mostram que tanto as células T CD4 * como as
células T CD8 * desempenham um papel importante na imunidade anti-fingica e a ativacéo
dessas células é controlada pelas populagbes de células dendriticas (Moyes et al., 2015).
Embora os linfocitos T CD8 * tenham demonstrado inibir o crescimento de hifas de C.
albicans in vitro, o principal mecanismo que da inicio a resposta imune adaptativa efetiva é a
apresentacio de antigeno pelas DCs a células T CD4" naive (Moyes et al., 2015). O
reconhecimento do antigeno € realizado por um receptor de célula T (TCR) na presenca de co-
estimulagdo de CD28 e CD80/86 e isso é seguido por polarizagdo dirigida por citocina para

um dos 4 subconjuntos Th conhecidos (Moyes et al., 2015).
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As respostas com perfil Thl foram historicamente consideradas como a resposta
celular predominante contra C. albicans, entretanto esse protagonismo do fenétipo de
protecdo de Thl em superficies mucosas tem sido substituida pela resposta Th17 (Moyes et
al., 2015). Ao contrario dos fenotipos Th1l7 / Thl que sdo protetores, a inducdo de um
fendtipo Th2 esté ligada ao aumento do crescimento e disseminacéo do fungo (Moyes et al.,
2015). As DCs que fagocitam leveduras de C. albicans sdo induzidas a produzir IL-12, que
impulsiona a polarizacdo para o subconjunto Thl (Smeltz et al., 2002; Moyes et al.,
2015). Apos a estimulagdo com IL-12, as células Thl iniciam a sinalizacdo autdcrina, via
secrecdo de IFN-y, que tem o papel de regular positivamente a expressdo do receptor IL-
12RB2. Isso torna as células cada vez mais sensiveis a estimulagdo de IL-12 e mantém a
diferenciacdo do fenétipo Thl (Smeltz et al., 2002; Moyes et al., 2015). Em contraste, a
polarizacao para o fenotipo Th2 é conduzida por IL-4 e € sustentada por mais secrecdo de IL-
4 (Moyes et al., 2015).

A diferenciacio de linfocitos T CD4" para o fenétipo Th17 é induzido, inicialmente,
pela citocina IL-1B (Chung et al., 2009; Zielinski et al., 2012; Tasaki, et al. 2018) enquanto a
maturacdo e a diferenciacdo terminal dependem da sinalizacdo da IL-23. A IL-6 também tem
tido papel na diferenciacdo para Thl7, citocina que pode ser produzida por células epiteliais
em resposta a infeccdo por C. albicans (Moyes et al., 2015; Tasaki, et al. 2018)). A
diferenciacio de TCD4" em células Th17, bem como a sintese de IL-17A, IL-17F e 1L-22 s&o
importantes para a defesa do hospedeiro contra espécies de Candida (Tasaki, et al. 2018).
Tanto a IL-17 como a IL-22 induzem o recrutamento e ativacdo de neutrofilos, sdo
incumbidas da ativacdo de células epiteliais e liberacdo de defensinas antifngicas. As células
Th17 expressam os receptores de quimiocinas CCR4 e CCR6 na sua superficie (Moyes et al.,
2015; Tasaki, et al. 2018).

A literatura cientifica tém demonstrado que camundongos com deficiéncia de
sinalizacdo por IL-17 sdo mais suscetiveis a candidiase sistémica (Netea et al., 2015; Tasaki,
et al. 2018) e a infec¢Bes da mucosa (Conti et al. 2016; Tasaki, et al. 2018) .Esses dados
propbe que, em humanos, as respostas de células Th17 sdo especialmente importantes para
respostas antifangicas da mucosa (Netea et al., 2015; Conti et al., 2016; Tasaki, et al. 2018).
Alguns trabalhos mais recentes caracterizaram uma classe adicional de células Th17 (nThl7)
naturais que sao fenotipicamente distintas das células Th17 convencionais (Conti et al., 2016;
Tasaki, et al. 2018) As células nTh17 funcionam como vigilantes inatas na mucosa oral e,
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juntamente com células T yd, secretam IL-17 em resposta a C. albicans (Conti et al., 2016;
Tasaki, et al. 2018)

Em relacdo a defesa humoral as espécies de Candida, ainda ha muito a ser elucidado.
Ja foi proposto que mecanismos imunes humorais estdo envolvidos na defesa do hospedeiro
contra infecgbes por Candida, embora sua contribuicdo seja mais modesta do que 0s
mecanismos celulares (Netea et al., 2015) ressaltados acima. Por mais que o complemento
ativado ndo possa eliminar as hifas de Candida, ele pode induzir uma resposta de citocinas
(Cheng et al., 2012). As pesquisas utilizando camundongos com deficiéncia dos fatores C3 ou
C5 do complemento demonstraram que 0s animais apresentam aumento da mortalidade como
conseqiiéncia da resisténcia diminuida a Candida ou uma imunopatologia robusta (Netea, et
al, 2015). As moléculas de manoproteinas com polissacarideos de manose complexos ligados
em O e N sdo exibidas na superficie celular de C. albicans e sdo alvos para a protecdo imune
mediada por anticorpos devido a sua acessibilidade (Moyes et al. 2015). Ao administrarem
uma imunoglobulina humana recombinante anti-manana de C. albicans em camundongos
observaram uma sobrevivéncia prolongada em animais inoculados com dose letal do fungo
(Richardson & Moyes, 2015). As adesinas Als de C. albicans por se localizarem na superficie
celular sdo alvos de anticorpos monoclonais, visto que podem se ligar a Als3 e interferir na
adesdo a superficies epiteliais, impedir a filamentacdo e aquisicdo de ferro, além de possuir
atividade fungicida (Brena et al. 2011; Richardson & Moyes, 2015). Ao estudar camundongos
com deficiéncia de células B, pesquisadores descobriram que ndo havia aumento da
suscetibilidade a infeccdo por C. albicans nesses animais (Richardson & Moyes, 2015), o que
salienta a modesta resposta mediada por anticorpos e justifica a predominancia de respostas
celulares adaptativas (Th1/ Th 17)(Richardson & Moyes, 2015).

Os eosinofilos, ceélulas multifuncionais que contribuem para a imunidade inata e
adaptativa, estdo envolvidos na iniciacdo, propagacdo e resolucdo de respostas imunes,
incluindo reparo tecidual. Eles alcancam essa multifuncionalidade pela expressdo de um
conjunto diversificado de receptores de ativacdo, incluindo aqueles que reconhecem
diretamente patdgenos e alvos opsonizados, e por sua capacidade de armazenar e liberar
mediadores citotdxicos pré-formados que participam da defesa do hospedeiro (Travers &
Rothenberg, 2015). No contexto da infeccdo, os eosindfilos estdo associados a infec¢es por
helmintos onde eles possuem efeitos toxicos ao patdgeno atraves da degranulacéo e liberacdo
de diferentes proteinas catibnicas, como a principal proteina basica (MBP), eosinofilo
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peroxidase (EPO), proteina catidnica eosinofilica (ECP) e neurotoxina derivada de eosinofilos
(EDN) (Hogan et al.,2008 ; Ravin & Loy, 2015). Embora a associacdo entre inflamacao
eosinofilica e sensibilizacdo ou colonizagdo fungica tenha sido reconhecida ha muito tempo,
0s mecanismos imunoldgicos subjacentes as interacdes efetoras moleculares diretas entre
fungos e eosindfilos permanecem pouco compreendidos (Figueiredo & Neves, 2018).
Utilizando métodos de microscopia eletronica de transmissao, foi sugerido que os eosindfilos
humanos sdo capazes de fagocitar esporos de C. albicans. (Figueiredo & Neves, 2018). No
entanto, muitos estudos ainda sdo necessarios, pois pouco se sabe sobre 0s papéis funcionais
dos eosindfilos na candidiase. Um estudo recente utilizando camundongos deficientes em
eosinofilos (AABLGATAT1), mostrou pela primeira vez que os eosin6filos contribuem para o
dano e disfuncdo do tecido pulmonar dependente de IL-17 durante a infeccéo por Aspergillus

fumigatus (Malacco et al., 2019).

A defesa do hospedeiro contra infecgdes por Candida, portanto, é complexa e abrange
uma cascata de mecanismos. O reconhecimento inicial dos fungos pelas células epiteliais,
macréfagos teciduais, neutrofilos, entre outras células imunes resulta em inflamacdo e
montagem da resposta imune. A resposta inata é crucial para a defesa do hospedeiro contra a
candidiase mucosa e sisttmica, enquanto as defesas adaptativas do hospedeiro estdo
principalmente envolvidas nas respostas da mucosa (Netea et al.,2015). De fato, um dos
maiores problemas associados ao comprometimento da resposta imune sdo os quadros de
imunossupressdo que resultam na maior susceptibilidade dos hospedeiros a patogenos
oportunistas.
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Figura 4: Cooperacédo dos sistemas imune inato e adaptativo em infec¢bes fangicas. . A maioria dos
fungos € reconhecida por mecanismos de defesa inatos mediados por fagdcitos e opsoninas atraves do
envolvimento de PRRs distintos. Esses mecanismos agem imediatamente e sdo seguidas algumas
horas depois por uma resposta inflamatéria induzida precoce, que deve ser ativada pela infeccdo, mas
n&o gera imunidade protetora duradoura. Essas fases iniciais ajudam a manter a infeccéo sob controle.
Nos vertebrados, no entanto, se o0 organismo infeccioso consegue romper essas linhas iniciais de
defesa, uma resposta imune adaptativa ocorrerd, com a geracdo de células efetoras T auxiliares (Th)
antigeno-especificas, células T reguladoras (TReg) e células B que direcionam especificamente o
patdgeno e induzem as ceélulas de memoria que impedem a infeccdo subsequente com o mesmo
microrganismo. As DCs conduzem os fungos do local da colonizagdo / infecgdo para os nddulos

linfaticos de drenagem e ativam células Th e TReg de um modo dependente do morfotipo e do tecido.
Fonte: adaptado de Romani, 2004. Nature Reviews Immunology.
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1.4 IMUNOSSUPRESSAO

Os farmacos utilizados nesse trabalho foram escolhidos baseando-se na clinica, visto
que sdo os mais administrados. E um dos grandes problemas desencadeadores de
imunossupressao esta o uso desses farmacos, dentre eles destacamos, primeiramente, 0s
glicocorticoides. Os glicocorticoides possuem fortes propriedades imunossupressoras e sao
amplamente utilizados em medicina humana e veterinaria devido a seus efeitos amplos,
embora inespecificos, anti-inflamatdrios e antialérgicos (Diehl et al, 2016). As aplicacdes
comuns incluem o tratamento da artrite reumatdide e da asma e a administracdo concomitante
em transplante de orgdos solidos (Lee et al., 2013; Diehl, et al., 2016). Apesar dos efeitos
terapéuticos significativos da DEX, seu uso sustentado deve ser limitado por apresentar
efeitos adversos ao longo do tempo, tais como, imunossupressdo exacerbada, miopatia,

retardo de crescimento, distirbios metabodlicos e osteoporose (Saag et al., 1994).

Como glicocorticoide sintético, DEX atua primariamente por meio da ligacdo ao
receptor de glicocorticoide citosolico e causa inibicdo de fatores transcricionais como NF-kB
e AP-1, suprimindo assim a ativacdo de genes que codificam varios mediadores pro-
inflamatorios que agravam a inflamagdo e causam dano tecidual (Coutinho e Chapman,
2011). As acdes rapidas de DEX sdo parcialmente atribuidas a efeitos nao-gendémicos,
regulando diretamente as vias de transducdo de sinal atraves de receptores de glicocorticoides
associados a membrana e segundos mensageiros (Cato et al., 2002 ). Eles inibem linfécitos T
e APCs e induzem uma regulacdo negativa de citocinas pro-inflamatérias (Lee et al., 2013;
Diehl, et al., 2016).

Além dos glicocorticoides, o uso de farmacos com atividade antitumoral também esta
associado a imunossupressao, entre eles o 5- Fluorouracil (5-FU). O 5-FU é um
quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de uma variedade de neoplasias,
incluindo cancer colorretal, de mama, de cabeca e pescogo. E um farmaco antimetabdlito, da
classe das fluoropirimidinas, que atua inibindo processos biossintéticos essenciais, ou sendo
incorporados em macromoléculas, tais como DNA e RNA (Longley, et al.,2003; Ribeiro et
al., 2016). Segundo Longley et al., 2003, o 5-FU é uma droga de fase especifica, que atua na
fase G1 e na fase S do ciclo celular, inibindo a sintese do RNA ou do DNA, respectivamente.
Foi introduzido na década de 1950 e produzido baseado em experimentos que mostravam que

células neoplasicas utilizavam uracila para sintese de acido nucléico de forma mais rapida que
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as células normais (Diasio & Harris, 1989). Ao sintetizar um anélogo de base pirimidica com
propriedades fisico-quimicas semelhantes a uracila, esperava-se a obtencdo de um potente
antimetabolito que interferisse na sintese de acido nucléico e, consequentemente, no

crescimento tumoral (Diasio & Harris, 1989).

A atividade do 5-FU ocorre somente ap0s sua metabolizacdo intracelular para
nucleotideos citotoxicos, como o 5-fluoro-uridina-5’-trifosfato (FUTP), o 5- fluoro-2’-
deoxiurudina-5’-difosfato (FAUDP) e o 5-fluoro-2’deoxiuridina-5’-monofosfato (FAUMP)
(Diasio &Harris, 1989; Longley et al., 2003). Estes trés nucleotideos atuam em trés
mecanismos diferentes de citotoxicidade: o FUTP substitui a UTP, incorpora-se e causa dano
ao RNA; o FAUDP, ap6s a acdao de DNA polimerase, substitui a timidina-5’-trifosfato
(dTTP) e incorpora-se a0 DNA e o FAUMP inibe a atividade da timidilato sintase (TS)
(Longley et al., 2003; Ribeiro et al., 2016). Embora o 5-FU seja muito eficaz no tratamento de
neoplasias ele pode causar varios efeitos colaterais como mielossupressdo, dermatite,
toxicidade cardiaca, diarréia e mucosite (Chang et al., 2012; Ribeiro et al., 2016). Entre esses
efeitos adversos, a mucosite gastrointestinal € uma complicagdo muito importante que ocorre
em aproximadamente 80% dos pacientes e causa inchago abdominal, vémitos e
diarreia (Sonis et al., 2004; Ribeiro et al., 2016).
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Figura 5: Esquema representativo dos mecanismos antineoplasicos do 5-fluorouracil (5-FU). O 5-FU

pode induzir a morte celular via a ativacdo da p53 por mais de um mecanismo: incorporacdo de
fluorouridina trifosfato (FUTP) ao RNA, incorporacédo de fluorodesoxiuridina trifosfato (FAUTP) ao
DNA e inibicdo da timidilato sintase (TS) devido a ligacdo estavel com a fluorodesoxiuridina
monofosfato (FAUMP). Essa inibicdo resulta no desbalanco de desoxinucleotideos (ANTP) e aumento
de desoxiuridina (dUTP). Modificado de Longley et al., 2003.
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A mucosite, também chamada de les&o da barreira mucosa, é um dos efeitos colaterais
mais debilitantes do tratamento de radioterapia e quimioterapia (Ribeiro et al., 2016).
Patologicamente, a mucosite é caracterizada tanto pela inflamacdo quanto pela perda de
células da barreira epitelial do trato gastrointestinal, se estendendo da regido da boca até o
anus (van Vliet et al., 2010; Ribeiro et al., 2016). Isso resulta em dor, disfagia, diarréia e
disfuncéo, dependendo do tecido afetado (Ribeiro et al., 2016). Como a maioria das doengas,
a mucosite possui um espectro variavel de manifestacdes clinicas. Na sua forma mais branda,
apresenta uma lesdo atréfica, eritematosa, na qual a mucosa permanece intacta e os pacientes
tém uma sensibilidade semelhante a queimaduras causadas por alimentos muito quentes
(Sonis, et al., 2004; Ribeiro et al., 2016). Em contrapartida, pacientes com mucosite mais
grave desenvolvem ulceragdes que transpde inteiramente a submucosa e causam dor forte que
frequentemente necessita de analgesia narcética (Sonis et al., 2004; Ribeiro et al., 2016).
Segundo o modelo introduzido por Sonis, cinco fases sdo importantes na fisiopatologia da
mucosite: (1) a formacdo de espécies reativas de oxigénio que conduz a ativacdo de NF-xB
durante a fase inicial; (2) a inducdo de moléculas mensageiras, como o TNF resultando em
inflamacdo tecidual e apoptose devido ao tratamento durante a fase de regulacdo; (3)
amplificacdo de moléculas mensageiras na fase de amplificacéo / sinalizacdo, levando a uma
exacerbacdo da inflamacéo e da apoptose (4) descontinuidade da barreira epitelial resultante
da apoptose durante a fase ulcerativa, promovendo a translocacdo bacteriana e (5) uma fase de
cura (Sonis, 2004; Ribeiro et al., 2016). A permeabilidade intestinal aumenta apds o
tratamento quimioterapico e tem demonstrado ser uma caracteristica da terceira e quarta fases
da mucosite (Sonis et al, 2001; Ribeiro et al., 2016). Um dos mecanismos que resulta em um
aumento da permeabilidade induzido pela quimioterapia é provavelmente a atrofia das
vilosidades (Van Vliet, et al., 2010; Ribeiro et al., 2016).
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FIGURA 6: Fases da mucosite. A- Fase de inicio da mucosite induzida por quimioterapia ou
radioterapia. B- Fase de amplificacdo de sinais. C- Fase de ulceragdo. D- Fase de cicatrizacdo.
Adaptado de Sonis (2004).

A mucosite € um fenbmeno agudo que desaparece espontaneamente apds cessar 0
tratamento. A Ultima fase € a cicatrizacdo, caracterizada por intensa proliferacdo celular, que
resulta na restauragéo estrutural e funcional das vilosidades, retorno da barreira intestinal e da
superficie de absorcdo. A resposta inflamatdria diminui e a mucosa é completamente
regenerada, retomando a sua funcdo normal (Sonis, 2004; Van Vliet et al., 2010; Ribeiro et
al., 2016). Durante o periodo em que a mucosite esta ativa, existe um alto risco de infeccdes,
causadas principalmente pelo fungo Candida albicans, sendo mais frequente em pacientes
com neutropenia prolongada (Scully et al.,2006; Ribeiro et al., 2016). A mielossupressdo por
sua vez € um evento tardio que surge por volta do setimo dia apds a administracdo do 5-FU e
se caracteriza pela diminuicdo da producdo de células pela medula éssea. Além dos sintomas
e seu impacto na qualidade de vida, a mucosite tem complica¢des que levam a internacoes
mais longas, aumentam 0s custos com o tratamento e é uma raz&o freqiiente para reducao das
dosagens de quimioterdpicos ou para interrup¢do do tratamento, conduzindo a uma maior
mortalidade em pacientes com cancer devido a ameaca a eficacia dos planos de
tratamento (Sonis et al., 2001; Ribeiro et al., 2016). Alguns trabalhos atuais tém abordado que
neutrofilos e eosindfilos tém papel importante na patogénese da mucosite (Guabiraba et al.,

2014; Arifa et al., em preparacdo). Em relacdo ao eosinofilo, a auséncia do acimulo dessas
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células no tecido, seja em animais com deplecdo genética Adb/GATA ou tratados com
Evasina-4 (proteina que se liga as quimiocinas CCL11 e CCL5, quimiotatica para eosinéfilos)
resultou em menor lesdo intestinal (Arifa et al., em preparacdo). O papel essencial do
eosindfilo foi constatado, uma vez que a auséncia dessas células em camundongos
Adb/GATA levou a melhora dos sinais clinicos ap6s o tratamento com Irinotecano, bem como

uma mucosite menos grave (Arifa et al., em preparacéo).
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2. JUSTIFICATIVA

Com a evolucdo da medicina e a consequente disponibilidade de medicamentos para o
tratamento de transplantados de 6rgaos solidos, doencas autoimunes, inflamatérias e de
neoplasias percebe-se 0 aumento do nimero de casos de infec¢Bes por patdgenos oportunistas,
como Candida albicans. Essa levedura é um componente da microbiota gastrointestinal que
em situacOes de lesdo tecidual, imunossupressdo e disbiose, comporta-se como um agente
agressor. A candidiase oral, causada por C. albicans, ¢ a infeccdo oportunista mais prevalente
em hospitais, podendo evoluir para candidiase invasiva, sepse e morte dos pacientes. Dados
oficiais historicos de doencas fangicas foram coletados no Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (DATASUS) e mostraram que em um ano foram estimados 2.981
416 casos de infeccdes graves por Candida, incluindo doencas invasivas e nao invasivas
(Giacomazzi et al., 2016).

Mesmo sendo um patdgeno oportunista com elevada taxa de ocorréncia entre
pacientes submetidos a tratamentos contra tumores sélidos e maliginidades hematoldgicas,
ainda pouco se sabe sobre os fatores relacionados a transi¢cdo de comensal para patogénico
nesses hospedeiros. Portanto, percebe-se a urgente relevancia no desenvolvimento de modelos
murinos que permitam avaliar mecanismos fisiopatologicos dessa infeccdo em quadros de
imunossupressao. Embora a associacdo entre inflamacdo eosinofilica e sensibilizacdo ou
colonizacdo fangica tenha sido reconhecida hd muito tempo, os mecanismos imunolégicos
envolvidos entre esosindfilos e C. albicans ainda ndo foram reportados. Portanto a presente
proposta propBe a padronizacdo de modelos murinos de imunossupressao associados a
infeccdo por C. albicans e ao papel dos eosindfilos nesse contexto, para que fornecam

subsidios para mais estudos e identificacdo de possiveis alvos terapéuticos.
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3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Padronizar modelos experimentais de candidiase oral para avaliacdo do papel do eosindfilo na

patogénese da infeccdo por Candida albicans.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Implementacdo do modelo de candidiase oral em camundongos C57BL/6 e BALBI/c
utilizando o glicocorticoide dexametasona como indutor de imunossupressdo, avaliando os
seguintes parametros:
Em animais C57BL/6:
¢ Definicdo do in6culo de C.albicans a ser utilizado;
e Definicdo do tempo de infecgéo.

Em animais C57BL/6 e BALB/c:

e Andlise de parametros clinicos (perda de peso e morbidade), inflamatérios (MPO e

NAG) e carga fangica;

¢ Analise histopatologica da lingua dos animais.

2) Implementagdo do modelo de imunossupressdao em camundongos C57BL/6, utilizando o

quimioterapico 5-FU, avaliando os seguintes parametros:
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e Andlise da letalidade nas doses de 75 mg/Kg e 150 mg/Kg de 5-FU para

estabelecimento da dose a ser utilizada;

e Avaliacdo da acdo imunossupressora de 5-FU por meio da contagem total de leucocitos

NO Sangue.

3) Padronizacdo da candidiase oral em camundongos C57BL/6, utilizando o quimioterapico

5-FU para avaliar as seguintes respostas:

e Analise de parametros clinicos (perda de peso, morbidade, textura das fezes)
inflamatorios (MPO, NAG e ELISA) e carga fangica;

e Avaliacdo do efeito do antagonista do receptor CXCR2, DF2156A, na candidiase oral
induzida por 5-FU;

¢ Anadlise histopatoldgica da lingua dos animais.
4) Avaliar o papel dos eosindfilos, com a utilizacdo de animais BALB/c deficientes para o

fator de transcricio GATA1 (Adb/Gatal™), na candidiase oral induzida por 5-FU. Avaliando

0S seguintes parametros:

e Padronizacdo da candidiase oral induzida por 5-FU em animais BALB/c WT e
Adb/Gatal™;

e Analise de parametros clinicos, inflamatérios (MPO e ELISA) e carga fangica;

e Andlise histopatolégica da lingua dos animais WT e Adb/Gatal™.
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4. METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados camundongos fémeas WT da linhagem C57BL/6 e da
linhagem BALB/c de 6 a 8 semanas de idade adquiridos do Biotério Central da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) em Belo Horizonte, Minas Gerais. Além disso, foram
utilizados camundongos da linhagem BALB/c deficientes para o fator de transcricio GATAL
(Adb/Gatal™) deficientes em eosinéfilos, os quais foram adquiridos do Biotério de
Imunofarmacologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Todos 0s animais
foram mantidos no biotério do Laboratério de Imunofarmacologia do ICB/UFMG sob
condicdes controladas de temperatura (28°C a 30°C), umidade (50%), ventilacéo, ciclos de
iluminacdo claro e escuro de 12 horas, racdo e agua sem restricbes. Todos os procedimentos
experimentais foram analisados e aprovados pelo Comité de Etica em Utilizagdo Animal
(CEUA) da UFMG, sob o protocolo 157 / 2018 (ANEXO 1).

4.2 Candida albicans

Neste trabalho foi utilizada uma amostra clinica (L3881) de C. albicans (LEMI #
L3881, Padovan et al., 2009 ).Consiste em uma amostra gentilmente cedida pelo Prof.
Frederico Marianetti Soriani, do Departamento de Genética, do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB), da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A L3881 é proveniente
do LEMI (Laboratério Especial de Micologia da Universidade Federal de Sao Paulo, Brasil),
isolada do sangue de um paciente que teve candidemia e foi curado clinicamente. A amostra
foi devidamente armazenada em freezer a -80°C e, paralelamente, foi feito um estoque de

trabalho, mantido a 4°C em meio Mycosel.
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4.3 DROGAS UTILIZADAS

Para realizagdo do primeiro protocolo de imunossupressdo foi utilizado o corticoide
sintético dexametasona (Decadron/Ache) na dose de 10 mg/kg, administrado uma dose/dia,
via 1.p, durante todo o experimento. Para a inducdo de imunossupressdo no outro modelo
utilizou-se o quimioterapico 5-Fluorouracil (5-FU) (Fauldfluor), nas doses de 75 mg/Kg e 150
mg/Kg, sendo administrado uma dose/dia, via i.p, durante trés dias consecutivos. Para
avaliar o papel dos neutréfilos na candidiase oral utilizou-se um antagonista seletivo dos
receptores CXCR1/CXCR2, DF 2156A (Guabiraba et al., 2014 ), na dose de 10 mg/Kg
diluido em salina e administrado, por via subcutanea, de 12h em 12h, comecando 12h antes da

infeccdo até 12h antes da eutanésia.

4.4 INDUCAO DE CANDIDIASE ORAL EXPERIMENTAL

A candidiase oral foi induzida em camundongos tratados com DEX e 5-FU. Para esse
procedimento os camundongos foram anestesiados com uma solucdo contendo xilazina
(15mg/Kg) e cetamina (100 mg/kg). Como estratégia para facilitar a infeccdo, foi realizada
uma raspagem/escoriacdo sublingual nos animais com bisturi para retirar camadas do epitélio
sem, no entanto, provocar lesdes profundas na lingua. Posteriormente a essa escoriacdo, 0S
animais foram infectados por meio de uma bola de algoddo estéril de aproximadamente
0,0025 g, saturada com 30 pL do inéculo estabelecido, 2x10” unidades formadoras de
colénias (UFC) de Candida albicans. Esse algoddo foi colocado na regido sublingual dos
animais anestesiados por 75 minutos (adaptado de Conti et al., 2009). A anestesia foi
readministrada de 20 em 20 minutos, em um volume de aproximadamente 20 microlitros. A

escoriacao foi realizada somente em animais da linhagem BALB/c.
4.4.1 Preparo do inéculo

O cultivo de Candida albicans foi realizado em meio Myosel, a 37°C, por 24h
(Adaptado de Conti et al., 2009). Os in6culos foram preparados em PBS 1X e ajustados para
uma solucdo com 6,66 x 108 UFC/mL de C. albicans por contagem em camara de Neubauer.
Dessa suspensdo foram retirados 30 pL por animal para realizacdo da infecgdo com 2 x107 e 2
x10° UFC de C.albicans.
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4.4.2 Carga fungica

A lingua e o baco foram coletados, homogeneizados/triturados, diluidos em PBS 1X
até 1: 1000. 50 uL. do homogenato de cada orgdo foram plaqueados em meio Mycosel e em
seguida incubados a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as coldnias foram contadas
visualmente e a quantidade de UFC/mg de oOrgdo foi estabelecida. O sangue também foi
coletado e 50 pL distribuido em meio Mycosel e a contagem de colonias de C.albicans

expressas em UFC/mL.

4.5 INDUCAO DE IMUNOSSUPRESSAO NOS ANIMAIS

O modelo de imunossupressao induzido por dexametasona foi baseado em LIMA et
al., 2015, com a utilizagio de Decadron/Ache na dose de 10 mg/Kg, uma dose/ dia, via i.p,
todos os dias, durante todo procedimento experimental (figura 7) Os animais foram infectados
no quinto dia de administracdo de dexametasona. Um trabalho do nosso grupo ja havia
realizado um experimento de dose-resposta para determinar a dose de 5-FU necessaria para
induzir mucosite intestinal, testando as doses de 50, 150 e 450 mg/kg. Os resultados
mostraram que a dose de 50 mg/kg induzia uma mucosite e uma imunossupressdo bem
discretas e a dose 450 mg/kg era extremamente letal (Menezes-Garcia, 2014). Por isso,
optamos por testar as doses de 75 mg/kg e a de 150 mg/kg e foram administradas aos
camundongos, via i.p, durante trés dias consecutivos. No quinto dia apds a primeira dose de
5-FU, os animais foram infectados por C. albicans, conforme descrito o protocolo de infecgédo
oral. Os animais controles receberam PBS. As doses de 75 e 150 foram utilizadas e
comparadas para a avaliacdo da letalidade e da condicdo clinica dos animais, para posterior
infeccdo com C. albicans. A dose de escolha, portanto, foi a de 75 mg/Kg e foi usada para
todos os demais experimentos (figura7).
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Figura 7: Protocolo experimental para inducéo de imunossupress¢do pelo corticoide dexametasona e
pelo antitumoral 5-FU em camundongos C57BL/6 e BALBI/c.

4.6 DETECCAO INDIRETA DE NEUTROFILOS (MPO)

O acumulo de neutrofilos nos tecidos foi avaliado pelo ensaio indireto através da
quantificacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Para tanto, fragmentos da
lingua e do bacgo dos animais infectados ou controles foram retirados e congelados a -20 °C.
Apos o descongelamento, 100mg do tecido foi homogeneizado em 2mL de tampéo (pH 4,7)
(0,2M NaCl; 0,02M NaPOy; 0,015M NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de
tecidos (Power Gen 125 — Fisher Scientific International, EUA). Apds centrifugacdo a 3000g,
por 10 min, a 4°C (Centrifuga BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o

precipitado submetido a lise osmotica pela adicdo de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de
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tecido, 1,5mL de solucdo) seguido (apds 30 segundos) da adi¢do de igual volume de solucéo
contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada. Ap6s nova centrifugacdo, o precipitado foi
ressuspendido em tampdo NasPO, 0,05M (pH 5,4) contendo brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) 0,5% p/v e re-homogeneizado. Aliquotas de 1mL da
suspensdo foram transferidas para microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) de 1,5 mL e
submetidas a trés ciclos de congelamento e descongelamento utilizando-se nitrogénio liquido.
Essas amostras foram novamente centrifugadas por 15 min a 3000g e os sobrenadantes
coletados. As amostras dos tecidos de camundongos foram diluidas previamente & analise em
tampéo NazPO, 0,05 M. A atividade da mieloperoxidase (MPO) das amostras foi determinada
através de leitor de ELISA (450nm) usando tetramethylbenzidine (1.6mM) e H,0, (0.5mM)
para a medicdo das alteracdes da densidade dptica (OD). Os resultados foram expressos como
unidade relativa comparados com neutrofilos de camundongos ndo infectados. Uma curva
padrdo do nimero de neutréfilos versus OD foi previamente obtida pelo processamento de
neutrofilos purificados do peritdnio de camundongos como padronizado anteriormente por

Souza e colaboradores, 2004.

4.7 DETECCAO INDIRETA DE MACROFAGOS (NAG)

O acumulo de macréfagos foi avaliado pelo ensaio da quantificacdo da atividade da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG). Fragmentos da lingua e baco dos animais infectados
ou controles foram retirados e congelados a -20 °C. Ap6s o descongelamento, 100mg do
tecido foi homogeneizado em 2 mL de tampé&o (pH 4,7) (0,1M NacCl; 0,02M NaPO,; 0,015M
NaEDTA), utilizando-se um homogeneizador elétrico de tecidos (Power Gen 125 — Fisher
Scientific International, EUA). Apos centrifugacdo a 3000g, por 10 min, a 4°C (Centrifuga
BR4 — Jouan, EUA), o sobrenadante foi desprezado e o precipitado submetido a lise osmoética
pela adi¢do de NaCl 0,2% gelada (para 100mg de tecido, 1,5mL de solucéo) seguido (ap6s 30
segundos) da adicdo de igual volume de solugédo contendo NaCl 1,6% e glicose 5% gelada.
Apos nova centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em solucdo salina 0,9%/Triton x-
100 0,1% v/v e re-homogeneizado. O homogeneizado foi centrifugado a 3.000g e o
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Aliquotas de 100uL da suspensdo foram transferidas
para placas de 96 pocos, em duplicata e 100 pL do substrato (p-nitrofenil-N-acetil-3-D-

glicosiminida) e manter a 37°C. Apds 10 minutos, adicionou-se a solu¢do 100uL de tampéao
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glicina 0,2 M e a atividade da NAG foi determinada através de leitor de ELISA (400nm). Os

resultados foram expressos como densidade optica (OD).

4.8 DETERMINACAO DOS NIVEIS DE CITOCINAS E QUIMIOCINAS

Amostras de soro e lingua foram utilizadas para dosagem das citocinas (TNF, IL-18,
IFN-y e IL-17) e quimiocinas (CCL-11 e CXCL-1). Fragmentos de lingua foram
homogeneizados em solucdo de PBS contendo inibidor de proteases (0,1mM
phenylmethilsulfonyl fluoride; 0,ImM benzethonium chloride; 10mM EDTA e 20 KI
aprotinina A) e 0,05% Tween 20, na propor¢do de 0,1g de tecido para cada mL de solucéo;
utilizou-se um homogeneizador de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania,
USA). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 3000g por 10 minutos a 4°C
(Centrifuga BR4, Jouan, Winchester, VA, USA) e os sobrenadantes recolhidos e estocados
em microtubos (Tubo 3810, eppendorf do Brasil) a -20°C, para posterior analise. As amostras
de soro e tecidos foram analisadas na diluigdo 1:2 para citocinas e 1:3 para quimiocinas em
PBS contendo 0,1% de albumina bovina, como previamente padronizada em nosso
laboratério. Foram utilizados kits de anticorpos (R&D Systems, EUA), seguindo o protocolo
recomendado pelo fabricante. Todos os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos (C96
MicroWell™ Plates, Nunc, Thermo Fisher Scientific, EUA).

Para a realizacdo do ensaio, os anticorpos de captura foram diluidos em PBS (pH 7,4),
sendo que a sensibilizacdo ocorreu durante 18h a 4°C. A reacdo foi bloqueada com PBS
acrescido de 1% de albumina bovina (Sigma-Aldrich, 25 EUA). As amostras, os padrdes e 0
branco (albumina 0,1%) foram adicionados aos pocos e incubados por 18h. Os pogos foram
entdo lavados e o anticorpo de detec¢do adicionado pelo periodo de 2h. A reacéo foi detectada
pela incubagdo com streptavidina conjugada com peroxidase (HRP-Streptavidin Pharmingem
— 1:4000) e revelada com OPD (o-phenylenediamine dihidrocloride — Sigma-Aldrich, EUA).
Apos 30 minutos, a reacdo foi interrompida com a adi¢do de 50uL de H,SO,4. A leitura foi
feita no leitor de ELISA (Status-labsystems, Multiskan RC, Uniscience do Brasil) em

comprimento de onda de 492nm. Os ensaios apresentaram uma sensibilidade de 8-16pg/ml.
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4.9 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Amostras de lingua foram coletadas dos camundongos apds dois dias de infeccéo.
Posteriormente a retiradas dos tecidos eles foram imediatamente fixados em 10% de
formalina tamponada durante 24 horas, processadas, incluidas em parafina, cortadas,
montadas em laminas, coradas com H&E e PAS. Foram avaliadas sob um microscopio
Axioskop 40 (Carl Zeiss, Go'ttingen, Alemanha) adaptado a uma camera digital (PowerShot
A620, Canon, Toquio, Japdo). Na lingua o score histopatoldgico foi adaptado a partir de
alteracGes morfoldgicas no epitélio e tecido conjuntivo da mucosa da lingua descritas nos
trabalhos de Takakura et al 2003 e Conti et al 2009. Nessa avaliagdo, pontuamos a presenca
(1) ou auséncia (0) de exocitose, eroséo epitelial, ulceragdo e/ou necrose no tecido epitelial,
além de hiperemia vascular e hemorragia no tecido conjuntivo. Além disso, avaliamos a
intensidade do infiltrado inflamatério presente no tecido conjuntivo (e entre as fibras
musculares da lingua) em uma pontuacgdo que variou de 0-5, sendo 0 indicativo de auséncia e

5 indicativo de infiltrado muito intenso.

4.10 AVALIACAO DA GRADUACAO CLINICA DA MUCOSITE ASSOCIADA A
CANDIDIASE ORAL

A graduacdo clinica da doenca foi adaptada e modificada para o nosso modelo
(Maslowski et al., 2009). Foi avaliada a consisténcia das fezes, perda de peso, ingestdo de
comida, bem como sinais de morbidade, como pelo arrepiado, postura arqueada e diminuicao

da mobilidade dentro da caixa.

4.11 ANALISE DO LEUCOGRAMA

Para a avaliacdo da imunossupressao, antes da infec¢do foram coletados sangue dos
animais pela veia caudal e para isso eles foram colocados em um contensor, um tubo de
Acrilico Cristal, frente e traseira removiveis, com sistema de travamento. Além disso, esse
tubo possui cinco furos laterais de 6,3 mm para entrada e saida de ar. Na eutanasia, as
amostras de sangue foram obtidas diretamente da veia cava inferior dos animais, coletadas em

tubos heparinizados e posteriormente separadas para contagem total de leucdcitos e coleta do
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soro. Para contagem total, amostras de sangue foram diluidas em solucdo de Turk e contadas
em camara de Neubauer e o resultado foi expresso em numero total de leucécitos/mL de

sangue.

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado teste de normalidade para verificar se as amostras apresentavam
distribuicdo Gaussiana. As comparacdes estatisticas entre os varios grupos foram feitas por
ANOVA “one way” seguida de pos-teste Newman-Keuls. Os resultados serdo apresentados
como médiaterro padrdo médio. O nivel de significAncia adotado serd de P<0,05. Para a
realizacdo de todas as andlises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad software
Inc. (San Diego, CA, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 Padronizacdo de candidiase oral em modelo de imunossupressdo utilizando
dexametasona

5.1.1 Animais C57BL/6
e Defini¢do do melhor inoculo fangico a ser utilizado no modelo experimental

Inicialmente testamos se animais WT ndo infectados possuiam C. albicans como parte
da microbiota e com o método de plagueamento ndo foi encontrado esse fungo nas amostras.
Posteriormente, padronizamos o inoculo de C. albicans em animais pré-tratados com
Dexametasona (DEX) (10mg/Kg; via i.p) ou com veiculo (PBS). Os animais foram
submetidos & infeccdo com os dois indculos, 2x10” e 2X10° UFC de C. albicans, ap6s cinco
dias de tratamento com DEX ou PBS. Os animais foram eutanasiados sete dias apds infeccédo
e os dados demonstram que houve recuperacao de carga fungica na lingua em todos os grupos
avaliados, sendo que o maior aumento foi verificado com o indculo de 2x10” UFC de C.
albicans com o pré-tratamento com DEX (figura 8A). Ao avaliarmos baco (figura 8B) e
sangue (figura 8C) apenas nos grupos pré-tratados com DEX houve recuperacdo de carga
fangica, entretanto, hd grande variagbes entre os animais e esses dados ndo foram

conclusivos.
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Figura 8: Carga fungica de animais infectados com C. albicans por via sublingual. Um grupo de
camundongos da linhagem C57/BL6 foram imunossuprimidos com DEX via i.p e infectados, por via

sublingual, com 2x10" e 2x10° UFC de amostra clinica de C. albicans. Os camundongos controle
146



(veiculo) receberam injecéo i.p.de PBS e foram infectados. Os animais foram avaliados por sete dias.
N= 3-4 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle infectados, n&o tratados

com DEX. # p < 0,05 quando comparados 0s animais infectados e tratados com DEX.

o A candidiase oral associada ao tratamento com DEX induz maior perda de peso
corporal

Ap0s padronizar o inoculo a ser utilizado avaliamos perda de peso corporal como
parametro clinico. As alteracdes no peso dos camundongos infectados foram avaliadas
durante sete dias, conforme demonstrado na figura 9. Nossos resultados demonstraram que
durante o curso da infecgdo, os animais tratados com DEX/infectados perdem peso quando

comparados ao grupo controle (veiculo) e aos animais que receberam PBS/infectados.
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Figura 9: Animais tratados com DEX e infectados com C. albicans apresentam maior perda de peso.
Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram infectados via sublingual por 2x10" UFC de C.
albicans. A seta no grafico indica o dia em que os animais foram infectados. N= 12 animais. * para p<

0,05 quando comparados com os animais veiculo. # para p< 0,05 quando comparados com 0s grupos
infectados.
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o Determinacdo do tempo de infeccao

Apbs estabelecimento o inéculo de 2x10” UFC de C. albicans, realizamos uma cinética de
infeccdo. Os animais pré-tratados com dexametasona foram eutanasiados com 5, 7 e 10 dias
apos infecdo e os animais veiculo foram eutanasiados juntamento com o grupo de q0 dias, ou

seja, no ultimo dia da cinética.
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Figura 10: Carga fungica de animais infectados com C. albicans ap06s 5, 7 e 10 dias de infeccdo. Os
camundongos da linhagem C57/BL6 foram infectados com o indculo estabelecido de 2x10” UFC. Os
grupos 5, 7 e 10 dias de infeccdo receberam DEX e o grupo controle (veiculo) receberam PBS e foram
igualmente infectados. N=4-5 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais veiculo. #

p < 0,05 guando comparados com animais tratados com DEX.

Os resultados de carga fuangica referente aos dias 5, 7 e 10 dias ap6s infec¢do nédo
apresentaram diferenca estatistica. Logo, os parametros inflamatorios foram utilizados para
designar o tempo de infeccdo para esse modelo. Na Fig 11A podemos notar que ndo houve
diferenca na quantidade de MPO na lingua, entretanto houve uma diferenca estatistica no
influxo de neutréfilos no baco, mostrando que no sétimo dia de infeccdo ha uma inflamacgéo
neutrofilica mais exacerbada quando comparado aos outros grupos. Na Fig 10B, a média das
quantidades relativas de N-acetilglicosaminidase (NAG) foi maior também no sétimo dia de
infeccdo, em ambos os 6rgdos. Os dados de MPO e NAG se corroboram e demonstram que 0
sétimo dia representa uma inflamacdo bem estabelecida e por isso optamos por realizar a

eutanasia sete dias apds a infecgdo nesse modelo.
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Figura 11: A infeccdo por Candida albicans apds sete dias induz aumento do recrutamento de
neutréfilos no bago e maior recrutamento de macréfagos em ambos os tecidos. O acimulo de
neutrofilos (A) e macrofagos (B) na lingua e no bago dos animais foi avaliado por meio dos métodos
indiretos baseados nas atividades de MPO e NAG, respectivamente. Os grupos 5, 7 e 10 dias de
infecgcdo receberam DEX e o grupo controle (veiculo) receberam PBS e foram igualmente infectados.
N=4-5 animais.* para p< 0,05 quando comparados com o0s animais veiculo. # p < 0,05 quando

comparados os animais tratados com DEX.

5.1.2 Animais BALB/c

Seguindo o protocolo de imunossupressdo por DEX (10 mg/Kg) ja descrito, o0s
animais da linhagem Balb/c foram imunossuprimidos e infectados por C. albicans no in6culo
de 2 x 10" UFC. Sob anestesia, foram utilizadas trés estratégias para facilitar a infeccéo por C.
albicans, em trés grupos diferentes: um grupo com Clorexidina 0,12 % + 2% de
carboximetilcelulose, um antiséptico oral com a finalidade de causar disbiose; o segundo

grupo com acido acético a 50% (Katagiri et al., 2018) e o terceiro grupo com
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escoriacdo/raspagem sublingual. Ao comparar as trés estratégias (dados ndo mostrados) a que
mais facilitou o estabelecimento da C. albicans foi a escoriacdo sublingual, visto que, a
clorexidina ndo provocou alteracdes significativas e o acido foi tdxico, provocando a morte
por asfixia de alguns animais mesmo antes da infec¢do. Portanto, nesse modelo, os animais
dos grupos DEX + C. albicans e Raspado + C. albicans foram submetidos a uma
escoriacdo/raspagem sublingual antes da infeccdo com a finalidade de mimetizar o efeito de
lesGes orais na infeccdo. Segundo Itai et al., 2017, o uso de DEX pode desencadear uma

leucopenia e isso se deve, principalmente, a neutropenia.

A figura 12 demonstra que ap6s dois dias de infecgdo os animais tratados com DEX e
infectados com C. albicans apresentam uma leucopenia estatisticamente significativa quando

comparada ao veiculo.

80 -
wn
© 60 1 WVelculo
S TEI [ C. albicans
m .
S m; 40 Bl Raspado + C albicans
e < B DEX+ C glhicans
[T *
> 20 -
|

0_

2 dias apés infecgdo

Figura 12: Contagem total de leucécitos do sangue de animais apés dois dias de infeccdo por C.
albicans. Os animais da linhagem Balb/c foram imunossuprimidos com DEX e infectados com indculo

de 2x10" UFC. N=5-6 * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle.

o Animais BALB/c tratados com DEX apresentam maior carga fangica na lingua

Os animais foram eutanasiados dois dias apds infeccdo e os dados demonstram que
houve recuperacdo de carga fangica na lingua em todos os grupos avaliados, sendo que o
maior aumento foi verificado no grupo infectado com C. albicans com o pré-tratamento com
DEX (figura 13). Ao avaliarmos o baco apenas no grupo pré-tratado com DEX houve

recuperacdo de carga fangica, entretanto, ha grande variac6es entre 0s animais.
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Figura 13: Carga fungica de animais infectados com C. albicans por via sublingual, tratados com
DEX ou veiculo. Os animais da linhagem Balb/c foram infectados ap6s tratamento com DEX ou PBS
e eutanasiados dois dias ap6s a infeccdo. * para p< 0,05 quando comparados com 0s animais do grupo

C. albicans.

o A infeccdo oral por C. albicans induz aumento do recrutamento de neutréfilos e

macrdfagos no bagco dos camundongos BALB/c

A figura 14 demonstra a quantificacdo da atividade das enzimas MPO e NAG na
lingua e no baco dos animais infectados com C. albicans. Pode ser observado que ocorre um
aumento no numero de neutrofilos no baco no grupo Raspado +C. albicans quando
comparado ao grupo controle NI (veiculo) e aos outros grupos infectados. Por outro lado, ndo
foi detectado MPO na lingua dos animais. A enzima NAG teve um discreto aumento no bago
dos animais dos grupos Raspado + C. albicans e DEX + C. albicans quando comparamos ao

veiculo e ao grupo C. albicans.
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Figura 14: A infeccdo oral por C. albicans e tratamento com DEX induz aumento do recrutamento de
neutrofilos e macréfagos no baco dos camundongos. Os camundongos da linhagem Balb/c foram
infectados com C. albicans e eutanasiados apos 48h de infecgdo. A migracdo de neutréfilos foi
avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) e a de macrofagos foi avaliada pela
quantificacdo dos niveis da enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) na lingua e no baco. Os resultados
sdo apresentados como o nimero de neutrofilos e macrdfagos por 100mg de tecido. Os grupos foram
de 5-6 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando

comparados com 0s grupos infectados.

o A infeccdo oral por C. albicans associada & imunossupressdo por DEX induz maior

perda de peso corporal em camundongos BALB/c

A figura 15 mostra que a perda de peso mais exarcebada e estatisticamente significativa
foi dos animais tratados com DEX e infectados com C. albicans. Entretanto, apos a infec¢do
os animais do grupo raspado+ C. albicans apresentou um declinio no peso de forma
estatisticamente significativa quando comparado ao veiculo e ao grupo C. albicans. De fato,
0s animais tratados com DEX perdem mais peso, porém a infecgdo associada ao raspado

também induz uma reducdo consideravel do peso corporal dos animais.
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Figura 15: A infeccdo oral por C. albicans induz maior perda de peso corporal em camundongos
tratados com DEX. Os camundongos da linhagem Balb/c foram infectados por C. albicans e o peso foi
avaliado durante sete dias. A seta no grafico indica o dia em que os animais foram infectados. N=6
animais.* para p< 0,05 quando comparados com o grupo veiculo. # p < 0,05 quando comparados aos

grupos infectados.

o Alteracdes histopatologicas na lingua de animais com candidiase oral

Na figura 16 A podemos esta representada a lingua de um animal controle
caracterizada pela presenca de um epitélio estratificado integro, com uma fina camada de
tecido conjuntivo subjacente. A figura 16 B corresponde a uma lingua infectada por C.
albicans e tal processo deu origem a hiperplasia do epitélio e a exocitose. O processo
inflamatorio foi caracterizado pela presenga deu um infiltrado celular, principalmente de
leucocitos polimorfonucleares (PMN), que sdo células caracteristicas de inflamacdo aguda.
Ainda nessa figura ha a hiperplasia do tecido conjuntivo devido ao aparecimento de infiltrado
moderado e difuso proximo as areas de lesdo epitelial e um infiltrado leve entre as fibras
musculares. A figura 16C apresenta uma lingua infectada com C. albicans associada ao
raspado sublingual. O perfil de lesdo histoldgica é semelhante ao da figura B, diferindo na
maior frequéncia com que as lesGes apareceram nos animais. Além disso, o infiltrado celular
(PMN) ¢ intenso e também semelhante ao da figura B, porém na figura C as células
inflamatorias invadem mais as fibras musculares. O score referente a figura C foi maior
devido a maior frequéncia com que as lesdes foram observadas, além de ter alguns animais

desse grupo com processos de ulceracao, necrose e hemorragia no tecido lingual. A secdo
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histologica 16 D demonstra a lingua de um animal tratado com DEX e infectado com C.
albicans, podendo ser caracterizada por uma lesdo restrita ao epitélio e com presenca de
exocitose. H4 menor lesdo tecidual devido uma menor quantidade de células inflamatérias
quando comparado aos animais ndo imunossuprimidos, no entanto hd uma maior quantidade
de células fungicas no tecido. As se¢des histoldgicas da figura 17 representam as mesmas
fotos da figura 18, porém com coloragdo de PAS que permite a visualizacdo do fungo. De

fato, os scores histopatolégico e infiltrado inflamatério (Figura 18) traduzem o que esta sendo

demonstrado pelas figuras histoldgicas.

Figura 16: Secdes histoldgicas do dorso da lingua de camundongos com candidiase oral. Em (A)
lingua veiculo; em (B) lingua infectada com C. albicans; (C) lingua com raspado e infectada com C.
albicans; (D) lingua de animal tratado com DEX e infectado com C.albicans. [Coloragdo de
hematoxilina-eosina (HE), aumento original de 20x]. O insert de cada figura representa o tecido

conjuntivo Os grupos foram de 3- 4 animais.
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Figura 17: SecGes histologicas do dorso da lingua de camundongos com candidiase oral. Em (A)

lingua veiculo; em (B) lingua infectada com C. albicans; (C) lingua com raspado e infectada com C.
albicans; (D) lingua de animal tratado com DEX e infectado com C.albicans. [Coloragio Acido
periodico de Shiff (PAS), aumento original de 20x]. Podemos observar nas figuras B, C, D a presenca
de hifas (setas vermelhas) e leveduras (setas pretas) de C. albicans. Os animais do grupo tratado com
DEX apresentou uma filamentacdo mais exacerbada comparada aos outros grupos. Os grupos foram

de 3- 4 animais.

O grupo Raspado + C. albicans apresentou 0 maior score histopatoldgico quando
comparado ao grupo controle NI (veiculo). Todos os grupos apresentaram diferenca estatistica
no parametro infiltrado inflamatério quando comparado a controle. Os grupos C. albicans e
Raspado + C. albicans apresentaram um infiltrado celular semelhante e maior que o do grupo
DEX+ C. albicans.
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Figura 18: Escore histopatoldgico e infiltrado inflamatdrio na lingua de camundongos com candidiase
oral. Os animais da linhagem Balb/c foram infectados com C. albicans e ap06s dois dias de infeccéo
foram eutanasiados para realizagdo das histologias e dos escores correspondentes. Os grupos foram de
3-4 animais. * para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando

comparados aos grupos infectados.

5.2 Padronizacdo da candidiase oral em modelo de imunossupressdo utilizando o
guimioterapico 5-FU

5.2.1 Testes de doses de 5-FU em camundongos C57/BL6

As doses de 75 mg/Kg e 150 mg/kg foram utilizadas conforme um trabalho anterior do
nosso grupo (Menezes-Garcia, 2014) e comparadas para a avaliagdo da letalidade e da
condicdo clinica dos animais. A dose de escolha, portanto, foi a de 75 mg/Kg e foi usada para
todos os experimentos posteriores. Os animais foram monitorados quanto a morbidade e
letalidade por duas semanas. Diante disso, podemos inferir pela figura 19 que a dose de 150
mg/kg sozinha provoca a morte de todos os animais em oito dias e associada a C. albicans
leva ao 6bito com uma semana. Ja a dose de 75 mg/kg sozinha ou associada a C. albicans
apresentou uma letalidade de aproximadamente 80%. A figura 20 ilustra a variacdo de peso
corporal, um dos pardmetros clinicos que utilizamos para avaliar a morbidade das doses
utilizadas nesse modelo. A dose de 150 mg/kg induziu uma perda de peso muito maior do que

a dose de 75 mg/kg.
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O score clinico (figura 21) também foi utilizado para auxiliar na avaliacdo da dose de
5-FU. O score foi realizado baseado nos parametros de perda de peso, consisténcia das fezes,
postura arqueada, piloerecdo e atividade/inatividade dos animais dentro da caixa. De fato, a
letalidade, a perda de peso corporal e o score clinico se corroboraram para que a dose de
escolha para a realizacdo dos proximos experimentos fosse a de 75 mg/Kg.
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Figura 19: Letalidades induzidas pelas doses de 75 e 150 mg/kg de 5-FU. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos. No
quinto dia ap6s a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10’ UFC de C.
albicans e monitorados por duas semanas. A seta do gréfico indica o dia da infeccdo dos animais. O
grupo foi de 4- 5 animais.
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Figura 20: Perda de peso corporal induzida pelas doses de 75 e 150 mg/Kg de 5-FU. Animais da
linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos.
No quinto dia apds a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10” UFC de C.
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albicans e monitorados por duas semanas. A seta do grafico indica o dia da infeccdo dos animais. N=

8-13 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s animais veiculo NI.
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Figura 21: Score clinico referente ao uso de 5-FU nas doses de 75 e 150 mg/Kg. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU nas doses de 75 de 150 mg/kg por trés dias consecutivos. No
quinto dia ap6s a primeira dose de 5-FU esses animais foram infectados com 2x10’ UFC de C.
albicans e foram monitorados por duas semanas. Os parametros inclusos no score clinico foram perda
de peso, consisténcia das fezes, postaura arqueada, piloere¢do e atividade/inatividade dentro da caixa.
N= 8-13 animais.* para p< 0,05 quando comparados com os animais controle NI. # p < 0,05 quando a

comparados 0S outros grupos.

5.2.2 Tempo de infecgéo por C. albicans em animais tratados com 5-FU (75 mg/Kg )

O tempo de infeccdo nesse modelo de imunossupressao induzido por 5-FU foi definido
com base nos resultados anteriores desse trabalho que nos mostram que 0s animais
imunossuprimidos com DEX perdem em torno de 20% do peso corporal durante o curso da
infeccdo de sete dias. Por isso, optamos por realizar a eutanasia com dois dias de infec¢do. Foi
analisado o potencial de 5-FU (75 mg/Kg ) em causar leucopenia, a recuperacdo da carga

fangica, a atividade de MPO, scores e quantificacao de citocinas e quimicionas por ELISA.
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A figura 22, com baixa contagem de leucécitos em animais tratados com 5-FU, e a
figura 23 com elevada carga fungica na lingua de animais tratados com 5-FU, mostram 0s

efeitos imunossupressores causados pelo antitumoral.
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Figura 22: Contagem total de leucdcitos do sangue de animais tratados com 5-FU (75 mg/Kg) e
infectados com C.albicans apds 2 dias de infecgdo. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com

5-FU e infectados com C. albicans. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0S

animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados aos outros grupos.
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Figura 23: Carga fungica em animais tratados com 5-FU apds dois dias de infec¢do por C. albicans.
Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU e infectados C. albicans no quinto dia
posterior a primeira dose do quimioterapico. O grupo 5-FU 75 mg/Kg + C. albicans receberam 5-FU e

o0 C. albicans receberam injecdo de PBS. N=4-7 animais.* para p< 0,05.

Corroborando com os dados de contagem total de leucdcitos e carga fungica, na figura
24, podemos constatar que o0 MPO na lingua ndo foi detectavel e no baco houve um baixo
recrutamento de neutrofilos dos animais tratados com 5-FU e infectados com C. albicans

guando comparado com 0s outros grupos.
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Figura 24: Animais tratados com 5-FU 75 mg/Kg infectados com C. albicans tém reducdo do
recrutamento de neutrofilos na lingua e no bagco no segundo dia de infeccdo. A migracdo de neutréfilos
foi avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO). Os resultados sdo apresentados
como o0 numero de neutr6filos por 100mg de tecido. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando
comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0S outros

grupos.

Para avaliar o perfil de algumas citocinas e quimiocina com dois dias de infec¢do por
C. albicans, quantificou-se, no soro e na lingua dos animais, TNF, CXCL-1 e CCL-11. Os
resultados mostraram uma discreta elevacdo da quimiocina CCL-11 na lingua dos animais
tratados e infectados e um aumento de CXCL-1 tanto na lingua como no soro desses animais.
Enquanto TNF, por ser uma citocina de resposta inicial, ndo foi encontrada em niveis

elevados com dois dias de infeccdo (figura 25).
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Figura 25: Niveis de citocina e quimiocinas em animais tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans apés dois dias de infec¢do. Os camundongos da linhagem C57BL/6 foram tratados com 5-FU
e infectados com C. albicans. Os mediadores inflamatérios TNF, CXCL-1 e CCL-11 foram
quantificados por ELISA na lingua e soro dos animais. Os resultados sdo apresentados como
pg/100mg de tecido e por mL de soro. N= 4-7 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados aos outros grupos.
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5.2.3 Efeito do antagonista do receptor CXCR2 na candiddiase oral em animais tratados com
5-FU

Como observamos um aumento significativo da quimiocina envolvida no recrutamento
de neutréfilos, CXCL-1, tratamos 0s animais com um antagonista do receptor dessa
quimiciona, CXCR2, denominado DF 2156. Esse antagonista foi utilizado na dose de 10
mg/Kg, por via subcutanea. O DF 2156A € um inibidor ndo competitivo potente e seletivo dos
receptores CXCR1 e CXCR2 (Bertini et al., 2012). A contagem total de leucdcitos no sangue
demonstra uma menor quantidade dessas células no grupo tratado com DF 2156A, no entanto

ndo observamos aumento da carga fungica (figura 26).
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Figura 26: O tratamento com DF 2156A ndo altera a depuracdo fingica. Animais da linhagem
C57/BL6 foram tratados com 5-FU e infectados com C. albicans no quinto dia posterior a primeira
dose do quimioterapico. Um grupo de animais recebeu DF 2156A por via subcutanea, de 12h em 12h,

comecgando 12h antes da infeccdo até 12h antes da eutandsia. N= 4-7 animais.* para p< 0,05.

Apbs a quantificacdo dos niveis da enzima MPO, demonstramos que em animais
tratados com DF 2156A teve uma brusca reducdo no recrutamento de neutrofilos no baco e
quantidades de MPO néo detectaveis na lingua quando comparamos com o veiculo e com os
outros grupos (figura 27). No entanto, a reducdo do recrutamento de neutdfilos nao refletiu

em aumento da carga fungica nos tecidos dos animais tratados com o antagonista de CXCR2.
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Figura 27: O recrutamento de neutréfilos, em animais tratados com DF 2156A, foi significativamente
reduzido no baco e ndo detectavel na lingua. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com 5-FU
e infectados com C. albicans. Um grupo de animais recebeu DF 2156A por via subcuténea, de 12h em
12h, comecando 12h antes da infeccdo até 12h antes da eutanasia. A migracdo de neutrofilos foi
avaliada pela quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) na lingua e no bago. Os resultados
sdo apresentados como 0 numero de neutr6filos por 100mg de tecido. N= 4-7 animais.* para p< 0,05
guando comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0s

outros grupos.

Como parémetro clinico, os animais foram pesados todos os dias durante todo
experimento. Como resultado podemos identificar que o tratamento com DF 2156A ndo altera

a perda de peso corporal induzida por 5-FU e C. albicans
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Figura 28: O tratamento com DF 2156A ndo altera, significativamente, a perda de peso corporal
induzida por 5-FU e pela infeccdo por C. albicans. Animais da linhagem C57/BL6 foram tratados com
5-FU e infectados com C. albicans. Um grupo de animais recebeu DF 2156A N= 6 animais. * para p<

0,05 quando comparados com 0s animais controle.
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6. Modelo de candidiase oral associada ao quimioterapico 5-FU 75 mg/Kg em animais

BALB/c WT e BALBI/c deficientes em eosinéfilos ( Adb/Gatal™)

6.1 Alteracdes da resposta imune induzidas pela infeccéo oral por C. albicans em animais

Balb/c, WT e Adb/Gatal™, tratados com 5-FU 75 mg/Kg.

Apbs dois dias de infeccdo por C. albicans os animais WT e Adb/Gatal™ foram
eutanasiados e 0 sangue foi coletado para realizacdo da contagem total de leucdcitos. De

acordo com a figura 29, os animais WT e Adb/Gatal™ apresentaram perfis semelhantes de

leucopenia.
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Figura 29: Contagem total de leucocitos em animais WT e Adb/Gatal” tratados com 5-FU e
infectados com C. albicans. Animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal”, foram tratados com 5-
FU, via i.p, por trés dias consecutivos, uma vez/dia e infectados com 2x10’ UFC de C. albicans no
quinto dia posterior a primeira dose do quimioterapico.N= 6-9 animais.* para p< 0,05 quando

comparados com o0s animais controle NI. # p < 0,05 quando comparados com 0S outros grupos.

O score clinico relaciona as caracteristicas clinicas da doenca a gravidade e ao
prognostico. O tratamento com 5-FU associado a candidiase oral foi avaliado com base na

perda de peso, na consisténcia das fezes, postura arqueada, piloerecdo e comportamento de
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atividade ou inatividade dos animais dentro da caixa. Nossos resultados mostraram que 0s
animais deficientes em eosinéfilos (Adb/Gatal™), apesar de apresentarem uma leucopenia
semelhante aos animais WT, apresentaram melhor condicao clinica. De acordo com a figura
30, os animais do grupo 5- FU WT apresentaram um score clinico significativamente maior
do que os animais 5-FU Adb/Gatal™. Os animais tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans WT também exibiram sinais clinicos estatisticamente mais intensos quando

comparados aos animais do grupo 5-FU + C. albicans Adb/Gatal™.
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Figura 30: Score clinico de animais, WT e Adb/Gatal”, tratados com 5-FU e infectados com C.
albicans. Animais da linhagem Balb/c foram tratados com 5-FU e infectados com C. albicans. Os
parametros inclusos no score clinico foram perda de peso, consisténcia das fezes, postura arqueada,
piloerecdo e atividade dentro da caixa. N= 6-9 animais.* para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais veiculo NI. # p < 0,05 quando a comparados 0s outros grupos.

Os animais WT e Adb/Gatal™ foram avaliados e comparados quanto & carga fangica
e 0 que detectamos foi uma discreta redugdo da quantidade de C. albicans na lingua dos
animais do grupo C. albicans Adb/Gatal™ quando comparado ao grupo C. albicans WT. Ao
compararmos os animais WT e Adb/Gatal™ dos grupos 5-FU + C. albicans n&o apresentaram

diferenca na carga fungica.
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Figura 31: A carga fangica dos animais Adb/Gatal™ infectados com C. albicans é menor que a dos
WT C. albicans. Animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal™ foram tratados com 5-FU e

infectados com C. albicans. A eutanasia foi realizada no segundo dia de infeccdo para avaliacdo da

carga fungica da lingua e do baco. N=6-11 animais. * para p< 0,05

O recrutamento de neutréfilos nos animais WT e Adb/Gatal™ foi avaliado por meio da

quantidade de MPO presente nos tecidos da lingua e do bago. Na lingua e no bago ndo houve

diferenca estatistica no recrutamento de neutréfilos entre os grupos WT e 0s Adb/Gatal™,

O recrutamento de macréfagos nos animais WT e Adb/Gatal™ foi avaliado por meio da

quantidade de NAG presente nos tecidos da lingua e do baco. Nossos resultados mostram que

houve maior quantidade de NAG na lingua de animais C.albicans Adb/Gatal™ em relagdo ao

grupo WT e no bago ndo houve diferenca.
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Figura 32: Recrutamento de neutréfilos e macréfagos em animais, WT e Adb/Gatal™, tratados com
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5-FU e infectados com C. albicans. A migracdo de neutrofilos foi avaliada pela quantificacdo dos
niveis de mieloperoxidase (MPO) e a de macrdfagos foi avaliada pela quantificacdo dos niveis da
enzima N-acetilglicosaminidase (NAG) na lingua e no bago. Os resultados sdo apresentados como o
namero de neutrofilos e macréfagos por 100mg de tecido. N= 6-9 animais * para p< 0,05 quando
comparados com os animais controle NI (veiculo). # p < 0,05 quando comparados com 0S outros

grupos.

Para a determinacdo do perfil de algumas citocinas e quimiocinas na candidiase oral, a
lingua e o soro de animais, WT e Adb/Gatal™, foram utilizados para o ensaio de ELISA. A
figura 33 demonstra que ocorreu um aumento significativo de CXCL-1 na lingua dos animais
WT do grupo 5-FU+C. albicans em relacio ao grupo 5FU+ C. albicans Adb/Gatal™". Além
disso, a quantidade de IFN-y também foi maior no soro de animais do grupo 5FU + C.
albicans WT. Ja a IL-1pB se elevou na lingua dos animais do grupo C. albicans WT quando
comparado ao grupo C. albicans Adb/Gatal™.A citocina IL-17 foi encontrada em maior
quantidade na lingua dos animais do grupo tratado com 5-FU WT quando comparado ao
grupo 5-FU Adb/Gatal™. No entanto, TNF no apresentou diferenca entre os grupos. De
mandeira geral, tais resultados nos mostram que a resposta de mediadores € mais exacerbada

em animais WT em relacdo aos Adb/Gatal”
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Figura 33: Niveis de citocinas e quimiocinas em animais, WT e Adb/Gatal™ | tratados com 5-FU e
infectados com C. albicans. Os mediadores inflamatérios TNF, CXCL-1, IFN-y, IL-1p e IL-17 foram
quantificados por ELISA na lingua e soro dos animais. Os resultados sdo apresentados como pg por
100mg de tecido e por mL de soro. N= 5-6 animais. * para p< 0,05 quando comparados com 0s

animais controle NI. # p < 0,05 quando a comparados 0s outros grupos.
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6.2 Alteracdes histopatolégicas na candidiase oral em animais Balb/c, WT e Adb/Gatal™,
tratados com 5-FU 75 mg/Kg.

Na figura 34 estdo representadas linguas de animais WT e Adb/Gatal™ tratados com
5-FU e infectados com C. albicans. Na secao histologica 34 A esta sendo mostrada a lingua
de um animal WT tratado com 5-FU a 75 mg/Kg e infectado com C. albicans, em que
podemos constatar a perda completa do epitélio, com exposi¢do do conjuntivo (ulceracao),
necrose epitelial e necrose no conjuntivo, com presenca de um infiltrado discreto no tecido
conjuntivo (coloracdo de HE). A figura 34 C esta representando a lingua de um animal WT
tratado com 5-FU e infectado com C. albicans, porém com coloracdo de PAS em que
podemos observar uma grande quantidade de hifas de C. albicans invadindo o tecido epitelial
e 0 conjuntivo. As amostras de lingua de camundongos deficientes em eosinofilos (figura 34
B e D) apresentaram alteracfes histopatologicas mais discretas que as de camundongos WT,
embora tenhamos observado exocitose, em algumas amostras de lingua de animais
Adb/Gatal™, hiperemia vascular e um leve infiltrado inflamatério difuso no conjuntivo
(figura 34 B). A quantidade de fungos nas amostras de lingua de camundongos Adb/Gatal™
(figura 34 D) foi visivelmente menor, portanto, ao se comparar animais WT e Adb/Gatal”
podemos inferir que a maioria dos camundongos deficientes em eosinofilos apresentam menor

lesdo tecidual e menor carga fungica.
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Figura 34: Secdes histoldgicas da lingua de animais WT e Adb/Gatal™ tratados com 5-FU e

infectados com C. albicans. Em (A) e (C) animal WT tratado com 5-FU e infectado com C. albicans;
Em (B) e (D) animal Adb/Gatal™ tratado com 5-FU e infectado com C. albicans (HE e PAS, aumento
original de 20x).

A figura 35 representa o score histopatologico e o infiltrado inflamatério da lingua
desses animais da figura 34. O maior score ocorreu no grupo 5-FU+ C. albicans WT e foi
construido com base nos parametros de exocitose, erosdo epitelial, hiperemia, necrose,
ulceracdo e hemorragia. O maior infiltrado inflamatério foi encontrado na lingua de animais
WT ndo tratados com 5-FU, mas infectados com C. albicans. Segundo os dados de score nao

houve diferenca estatistica entre os animais WT e 0s Adb/Gatal™,
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Figura 35: Escore histopatoldgico e infiltrado inflamatério da lingua de animais, WT e Adb/Gatal™ |,
tratados com 5-FU e infectados com C. albicans. Os animais da linhagem Balb/c, WT e Adb/Gatal™
foram tratados com 5-FU, infectados e apds 2 dias de infeccdo foram eutanasiados para realizagdo
das histologias e dos escores correspondentes. Os grupos foram de 4 animais.* para p< 0,05 quando

comparados com 0s animais controle NI. # p < 0,05 quando comparadoscom grupos infectados.
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7. DISCUSSAO

As infecges fungicas sdo um crescente problema de satde pdblica e uma causa
cada vez mais importante de mortalidade humana, com as espécies de Candida,
especialmente C. albicans, estando entre as infec¢Oes oportunistas mais prevalentes.
Diversos estudos salientam que o risco de candidiase é aumentado em pacientes com
neoplasias subjacentes e em quimioterapia, em pacientes submetidos a transplante de
células-troncos hematopoiéticas ou de 6rgaos solidos e com doengas imunossupressoras,
em uso de antibidticos ou corticosteroides de amplo espectro (Sharma et al., 2019).
Modelos animais permitem um estudo mecanistico detalhado de problemas clinicos que
podem fornecem informacgdes aplicaveis aos seres humanos. A escolha de um modelo que
produz fisiopatologia semelhante é fundamental para garantir a relevancia da condicédo
clinica. Diante disso, esse trabalho buscou padronizar modelos de imunossupressdo
associados a candidiase oral como estratégia para fornecer subsidios para o estudo do papel

dos eosindfilos nesse contexto clinico.

Baseado no modelo de imunossupressao de Lima, et al., 2016 que utiliza dexametasona,
padronizamos nosso modelo de candidiase oral. Os resultados dessa padroniza¢do mostraram
que semelhante a humanos imunocompetentes, os camundongos veiculos WT, da linhagem
C57BL/6, infectados com C. albicans sdo quase completamente resistentes a infecgdo, com
uma carga fangica menor do que a dos animais WT infectados e tratados com DEX. Além
disso, como parametro clinico, avaliamos a perda de peso corporal, demonstrando que o
tratamento com DEX associado a infeccdo por C. albicans induz uma perda de peso
significativamente maior quando comparado ao grupo infectado que recebeu veiculo. Esses
dados séo consistentes com os de Conti et al, 2009 que demonstraram que 0s animais do
grupo DEX tiveram uma perda de peso corporal consideravel e uma maior recuperacgéo de C.

albicans na lingua quando comparado com 0s animais infectados que receberam veiculo.

O modelo de imunossupressdao por DEX também foi realizado em animais da
linhagem Balb/c. Muitos estudos ja relataram que até 0 momento, nenhum modelo murino de
candidiase mucosa conseguiu mimetizar uma candidiase bem estabelecida sem causar alguma
predisposi¢cdo do animal, seja por oclusdo oral, imunossupressdo, alteragdo cirrgica ou
eliminacdo da microbiota competidora, e muitas vezes até essas condicdes associadas
(Samaranayake & Samaranayake, 2001). Sendo assim, no modelo de Balb/c, além do
tratamento com DEX, incluimos no protocolo uma raspagem/escoriacdo sublingual anterior a
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infeccdo dos animais para avaliar como as lesdes na mucosa podem alterar o perfil de
infeccdo por C. albicans. Na literatura existem dados que destacam as diferencas na resposta
imunoldgica entre camundongos BALB/c e C57BL/6 0 que pode estar associado a diferente
padrdo de resposta de linfécito T entre as linhagens: enquanto camundongos BALB/c
apresentam um perfil de resposta Th2 os camundongos C57BL/6 apresentam uma resposta
com perfil Thl (Busche et al., 2014).

Nossas analises histopatoldgicas da lingua foram semelhantes com o trabalho de Conti
e colaboradores, pois também observamos que na lingua de animais infectados e
infectados/escoriados houve filamentacdo de C. albicans e invasdo da camada epitelial da
lingua, destruindo a arquitetura geral do epitélio com extensa hiperplasia do tecido epitelial e
do conjuntivo que € indicativo de reparo tecidual em andamento. Foi observado um infiltrado
inflamatorio moderado com predominancia de células polimorfonucleares em animais nao
tratados com DEX. Em contrapartida, o infiltrado no tecido de animais que receberam DEX
foi substancialmente reduzido em comparagdo com 0s camundongos ndo imunossuprimidos,
0 que reflete menor dano tecidual, embora maior carga fdngica. Os animais tratados
apresentam menor numero de células no tecido devido ao processo de imunossupressao
induzido por DEX, caracterizado por leucopenia (Itai et al., 2017). Na lingua dos animais
estavam presentes tanto leveduras quanto hifas de C. albicans, mostrando que este modelo
mimetiza as principais caracteristicas clinicas da candidiase oral humana (Kamai et al., 2001).
Portanto, esses dados nos permite inferir que somente a lesdo causada pela escoriacdo nao
associada ao tratamento por DEX ndo aumenta a suscetibilidade dos camundongos a uma
candidiase oral mais grave, visto que 0s animais ndo apresentam leucopenia e conseguem

resolver o processo inflamatdrio.

Um trabalho do nosso grupo ja havia realizado um experimento de dose-resposta para
determinar a dose de 5-fluorouracil (5-FU) necessaria para induzir mucosite intestinal e
imunossupressao (Menezes-Garcia, 2014). A mucosite representa um prognostico negativo
para os pacientes em tratamento antineoplasico podendo acarretar interrupcao e/ou reducao da
dose do quimioterapico ou radioterapico (Sonis, 2004). Varios estudos tém demonstrado que a
quimioterapia com 5-FU esté associada ao desenvolvimento de mucosite, tanto em humanos
guanto em camundongos (Menezes-Garcia, 2014). Em nosso modelo experimental,
demonstramos que ha uma significativa leucopenia nos animais tratados com o 5-FU na dose

de 75 mg/kg, confirmando os dados da literatura (Cool et al., 2005). Existem relatos clinicos
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de ocorréncia de fungemia associada a quimioterapia utilizando cisplatina (CDDP) e 5-FU
(Tanabe et al., 1991). No entanto, o fungo ndo existe no camundongo como parte de sua
microbiota, portanto, mesmo se ele aderir sera eliminado pela resposta imune do hospedeiro
(McMillan et al., 1992). Como tal, ndo adere por muito tempo e a invasdo das hifas s6 é
conhecida por atingir a camada superficial do epitélio (Samaranayake &, Samaranayake,
2001). Diante dessas informagdes, no presente estudo, conseguimos desenvolver um modelo
murino de candidiase oral através da administracdo da droga antineoplasica imunossupressora
5-FU. No entanto, sabemos que o 5-FU pode ter efeitos antifungicos, visto que a flucitosina,
um antiflngico, € um dos seus pré-farmacos. Por esta razdo, existe uma preocupacao sobre 0
impacto do efeito antifingico quando se administra 5-FU como droga anticancer para
desenvolver candidiase oral em modelos murinos. A concentracdo inibitéria minima (CIM50)
de 5-FU em C. albicans in vitro é de 100 pg/ mL (Routh et al., 2013). Quando foram
administrados 200 mg/kg de 5-FU, por via i.p em camundongos, a concentracdo no sangue foi
de apenas 0,39ug/ml (Chadwick & Rogers et al., 1972). Portanto, previmos que a
concentragdo da droga de 75 mg/Kg que administramos, esperando efeitos
imunopssupressores/antitumorais ndo teria efeito antifungico. Além disso, as analises
histopatologicas da lingua nos mostraram maior lesdo e maior presenga de fungo em animais
tratados com 5-FU. Portanto, acreditamos que ndo houve efeito antifingico de 5-FU e isso

ndo impactou 0 modelo experimental.

A maioria dos modelos que induzem mucosite oral seguem o método de Sonis et al.,
sem estimulagdo fisica, mas com estimulacdo quimica usando &cido acético em uma
concentracdo de 50% para destruir a camada basal do epitélio. No entanto, em nosso trabalho
a utilizacdo de acido acético provocou asfixia e levou os animais a ébito e por isso optamos
por utilizar a estimulacdo fisica por escoriacdo sublingual com bisturi. Com a coloragdo de
HE, observamos a destruicdo causada pela escoriacdo foi apenas na regido ventral e ndo do
dorso da lingua e que, de fato, conseguimos reproduzir a mucosite oral clinica por esse

método.

Ha evidéncias que sugerem que mediadores pro-inflamatérios, desempenham um
papel importante na patogénese da mucosite (Logan et al., 2007) e na infeccdo por C.
albicans (Filler et al., 2005). Em trabalhos do nosso grupo foi observado aumento da
concentragdo de CXCL1 e IL-1B, no intestino delgado, mediadores conhecidamente

envolvidos na patogénese da mucosite (Arifa et al., 2014 e Menezes-Garcia, 2014). De fato,
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foi observado aumento discreto da concentragdo de TNF no soro dos animais do grupo 5-FU+
C. albicans ap0s dois dias de infec¢do e aumento da concentracdo de CXCL-1 na lingua e no
soro dos animais ap0s dois e sete dias de infeccdo (dados ndo mostrados). O TNF desempenha
um papel importante na resposta do hospedeiro contra infecgbes por C. albicans por
estimular a expressdo de quimiocinas e moléculas de adesdo de leucdcitos, o que leva ao
recrutamento de leucocitos polimorfonucleares e aumento da fagocitose e morte de fungos por
essas células (Cannom et al., 2012).). Além de TNF e CXCL-1, houve elevacdo da
quimiocina CCL11 na lingua dos animais do grupo 5-FU+ C. albicans ap6s dois dias de
infeccdo. As quimiocinas CXCL-1 e CCL-11 estdo relacionadas ao recrutamento de

neutréfilos e de eosindfilos, respectivamente (Johnston et al., 2004).

Mesmo que a neutropenia sangliinea possa comprometer a resposta imune do
hospedeiro em momentos posteriores, 0 acumulo precoce de neutrofilos na mucosa é um
evento chave na conducdo de danos e doencgas teciduais durante a quimioterapia do cancer
(Guabiraba et al., 2014). Um estudo utilizando o antineoplésico Irinotecano (CPT-11) como
indutor de mucosite demonstrou que os neutrofilos desempenham um papel fundamental na
patogénese da mucosite atraves da liberacdo de IL-33 (Guabiraba et al., 2014). Como
estratégia depletaram os neutrofilos e bloquearam o receptor CXCR2 com DF2156A, que
resultou na reducéo significativa da mucosite intestinal induzida por CPT-11. Esses resultados
indicam o papel critico da migracdo de neutrofilos na mucosite induzida por CPT-11.
(Guabiraba et al., 2014). Portanto, com o objetivo de investigar o papel dos neutréfilos na
candidiase oral associada ao tratamento com 5-FU, administramos nos camundongos
C57BL/6 um antagonista seletivo dos receptores CXCR1/ 2, DF2156A (Bertini et al., 2012).

Nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com DF2156A, por via
subcutanea, ndo refletiu em alteracdo na carga fungica tecidual dos animais quando
comparamos com 0s animais que nao receberam DF2156A. No entanto, a medida de MPO no
baco de animais que receberam DF2156A apresentou uma reducdo drasticamente significativa
em relagdo aos outros grupos Além disso, avaliamos como pardmetro clinico a perda de peso
corporal e ndo observamos uma melhora clinica significativa nesse aspecto. Em um estudo
que avaliou o papel dos neutrdfilos na artrite experimental aguda, também utilizou o
antagonista DF2156A e concluiram que ndo houve melhora nas alteracbes metabdlicas
sistémicas observadas em camundongos com artrite induzida por antigeno (AlA) (Oliveira et
al., 2016).
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Um outro trabalho realizado em nosso grupo utilizou animais Adb/Gatal™ para avaliar
o papel de eosinofilos na mucosite induzida por Irinotecano. Os resultados mostraram que na
auséncia de eosinofilos os animais apresentaram atenuacdo na perda de peso e melhora no
escore clinico. Além disso, os camundongos Adb/Gatal” apresentaram menor lesdo intestinal,
melhor preservagdo da arquitetura intestinal, menores areas de erosdo/ulceragdo e menor
infiltrado inflamatério. E a menor gravidade da mucosite foi associada a diminuicdo da
producdo de CCL-11 e CCL-24, quimiocinas envolvidas no recrutamento de eosinofilos
(Arifa et al, em preparacdo). Acredita-se que os eosinofilos possuam granulos eosinofilicos
que podem liberar seu conteldo, incluindo EPO e citocinas, por estimulagdo de sinais pro-
inflamatorios (Fulkerson & Rothenberg, 2013). Esses eventos podem causar dano tecidual e

ativacdo de outras células, como neutréfilos (Vieira et al., 2009).

Até entdo ndo existem dados na literatura que correlacionam candidiase e acdo dos
eosindfilos. Sendo assim, para estudarmos o papel dos eosinéfilos nesse contexto utilizamos
camundongos AdbIGATA1” com retirada completa de eosinéfilos na circulagdo, medula
6ssea e tecidos. Os animais AJbIGATA1"™ possuem delecdo de um sitio de ligagdo ao GATA
de alta afinidade no promotor GATA-1, um elemento que supostamente medeia a
autorregulacdo positiva da expressdo do GATA-1 e leva a perda seletiva da linhagem dos
eosinofilos (Yu et al., 2002). Nossos resultados demonstram que os eosinofilos ndo tem papel
importante na depuracdo flungica, visto que a carga de C. albicans nos tecidos dos
camundongos AdbIGATA1” foram semelhantes a dos WT. Nossos dados corroboram com 0s
de Malacco et al., 2019 que mostram que embora o numero de eosinéfilos tenha aumentado
apos a infeccdo por Aspergillus fumigatus, essas células parecem desempenhar um papel
secundario no processo de eliminagdo dos fungos, pois 0 nimero de UFC nos pulmdes dos
animais foram semelhantes entre os grupos WT e AdbIGATA1” (Malacco, et al., 2019).
Além disso, avaliamos o nivel de algumas citocinas e quimiocinas e corroborando com o
trabalho de Malacco, et al., 2019, observamos que os niveis de CXCL-1 na lingua, IFN-y no
soro e IL-1p foram significativamente maiores em animais WT. A concentragdo desses
mediadores também aumentou apés a infeccdo sublingual de camundongos AdbIGATA1™,
mas o aumento foi de intensidade menor que a observada em camundongos WT. No entanto,
ndo observamos diferenca na producdo de IL-17 entre WT e AdbIGATA1” como mostrado

por Malacco et al., 2019 na infeccdo pulmonar por A. fumigatus.
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Os eosindfilos desempenham um papel imunorregulador e ja foi demonstrado que
eles podem secretar fatores ou desencadear a expressdo de fatores com atividades ativadoras
de macrofagos, como TGF-B, IL-1, IL-6, TN, proteina inflamatoria de macrofagos-1a, bem
como ativadoras de neutrofilos (Jacobsen et al.,, 2007). Portanto, isso sugere que 0S
eosindfilos sdo capazes de alterar o perfil de resposta de outras células. Diante disso, nossos
resultados mostraram que a medida indireta do recrutamento de macrofagos, NAG, foi
significativamente maior na lingua de animais AdbIGATA1™" infectados com C. albicans. Isso
sugere que os eosinofilos ao tentarem conter o estimulo fungico podem causar lesdo tecidual,
bem como comprometer a atividade dos macréfagos em animais WT. J4 na auséncia de
eosindfilos e de seus mediadores, animais AdbIGATA1™", os macréfagos podem ter seu perfil
alterado e conseguir responder ao estimulo da forma correta, como com o0 aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e da fagocitose de leveduras.De fato,

para elucidar tais mecanismos sdo necessarios estudos mais profundos.

Ao avaliarmos as histologias inferimos que a lesdo tecidual na lingua de animais
AdbIGATA1™ sdo bem mais discretas, assim como a guantidade de células inflamatorias e
fangicas é menor em relacdo ao grupo WT. A perda de peso dos animais nos experimentos
pode ser justificada, em parte, pela menor ingestdo de comida, pois apesar de ndo termos
utilizado gaiola metabdlica fizemos uma estimativa da alimentacdo por meio da pesagem
didria da racdo e, de fato, os animais infectados ingeriram menos alimento (dados nao
mostrados). O score clinico dos animais AdbIGATA1™” foi consideravelmente menor,
indicando que na auséncia de eosindfilos a resposta de defesa parece ser mais resolutiva e
menos lesiva. Diante da relevancia clinica da candidiase oral, esse resultado de score clinico
denota o papel crucial dos eosinofilos na patogénese da candidiase tendo como agente
etioldgico a C. albicans. Portanto, nossos resultados sdo subsidios para que mais estudos
sejam realizados a fim de compreender melhor o papel dos eosinofilos na infeccdo por

Candida albicans, assim como seu potencial como alvo terapéutico.
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8. CONCLUSAO

Por meio deste trabalho, foi possivel compreender um pouco da relevancia clinica da
candidiase oral em contextos de imunossupressdo e ainda percebemos a falta de modelos
murinos que consigam mimetizar, de fato, a candidiase ocorrida em humanos. Além da
construcdo de dois modelos, um utilizando DEX e o outro 5-FU, realgamos a importancia dos
eosindfilos na relacdo C. albicans/hospedeiro. O papel modulador dos eosindfilos ficou claro,
visto que em animais AdbIGATA1™" na auséncia de eosinéfilos e de seus mediadores que
podem causar lesdo, observamos uma resposta inflamatéria de macrofagos e de neutrofilos
mais pontual e efetiva, e isso pdde ser comprovado pela melhora clinica e histopatoldgica
dessses animais. Muitas pesquisas e melhorias ainda sdo necessarias para elucidacdo dos
diversos mecanismos envolvidos nesse processo, no entanto os resultados desse trabalho nos

instiga a continuar buscando respostas.
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